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Abkürzungsverzeichnis 
Es gelten die internationalen Abkürzungsregelungen nach IUPAC (International Union 
of Biochemistry and Molecular Biology) und DUDEN sowie internationale Einheiten- 
und Größenbezeichnungen. Einige im englischen Sprachgebrauch etablierte Fachbegrif-




BSA Rinderalbumin, engl. bovine serum albumin 
CD  engl. cluster of differentiation protein 
Cy Cyanin 
CRP C-reaktives Protein 
DPSS  engl. diode pumped solid state 
ECD engl. energy-coupled dye  
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EFRE Europäische Fonds für regionale Entwicklung 
ESF Europäische Sozialfonds 
FACS  engl. flourescense activated cell sorting 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FSC Vorwärtsstreulich, engl. forward scatter channel 
H7 Highlight 750 
HLA  humanes Leukozytenantigen, engl. human leucocyte antigen 
HDL Lipoprotein hoher Dichte, engl. high density lipoprotein 
LDL Lipoprotein niederer Dichte, engl. low density lipoprotein 
LL Lymphozyten-ähnliche Zellen, engl. lymphocyte-like 
M männlich 
ML Monozyten-ähnliche Zellen, engl. monocyte-like 
NLR Neutrophile/Lymphozyten Verhältnis, engl. neutrophil to lymphocyte  
  ratio 
6 Abkürzungsverzeichnis 
OMIP engl. Optimized multicolor immunofluorescence panel 
PB Pazifikblau  
PBMC mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, engl. peripheral blood  
  mononuclear cell 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung, engl. phosphate buffered saline 
PE Phycoerythrin 
PMT Photomultiplier 
SSC Seitwärtsstreulicht, engl. sideward scatter channel 
TNF-α Tumor Nekrose Faktor α 
V500 Horizon 500 
W weiblich 
WBC Leukozyten, engl. white blood cell count 
WHO Weltgesundheitsorganisation, engl. world health organisation  
WHR Hüftumfang durch Taillenumfang, engl. waist-to-hip ratio 
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1 Einführung 
Eine detaillierte phänotypische Charakterisierung von Granulozytensubpopulationen 
und deren Korrelation zu biometrischen und lebensstilrelevanten Eigenschaften ist in 
der Literatur kaum zu finden. Dies hat unter anderem methodische Ursachen, so wird 
z.B. eine Isolation von mononukleären Zellen (Monozyten, Lymphozyten) mit Saccha-
rose-Epichlorhydrin-Copolymeren (Markenname: Ficoll), bei welcher Granulozyten für 
die Auswertung bereits vorab ausgeschlossen werden, bevorzugt. In Vorarbeiten der 
Arbeitsgruppe von Prof. Tárnok wurden in Standardanalysen häufig Zellen gefunden, 
die durchflusszytometrisch aufgrund ihrer Morphologie den Granulozyten zuzuordnen 
sind, aber nicht granulozytentypische Phänotypen aufweisen. Diese Zellen wurden zwar 
auch von anderen Arbeitsgruppen gefunden, sie sind jedoch bislang in der Literatur 
nicht näher beschrieben oder weitergehend betrachtet. Daher wurden für diese Arbeit 
aus fast 900 Blutproben von Probanden der Leipziger LIFE-Studie Vielfarben-
Durchflusszytometrie-Daten nähergehend betrachtet, um die besagten Granulozyten-
subpopulationen erstmals detailliert zu erfassen.  
Im Folgenden wird neben der Beschreibung der bisherig bekannten Funktion der Gra-
nulozyten auf die in dieser Arbeit verwendete Methodik der Durchflusszytometrie und 
die Beschreibung der LIFE-Studie, welche die Probanden für die analysierten Daten 
lieferte, näher eingegangen. 
1.1 Granulozyten im Fokus 
Die Granulozyten bilden den größten Anteil der in unserem Blut vorhandenen Leukozy-
ten. Sie werden eingeteilt in die Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen. Die erst-
malige Beschreibung vier unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen erfolgte 1865 
durch Max Johann Sigismund Schultze (1825 – 1874) in seiner Arbeit „Ein heizbarer 
Objecttisch und seine Verwendung bei Untersuchungen des Blutes“ [1]. Ein Meilenstein 
in der Geschichte der Granulozyten wurde durch Paul Ehrlich (1854 – 1915) gelegt. Er 
beschäftigte sich mit der Färbung und Funktion von Leukozyten und veröffentliche 
1900 eine Arbeit zur simultanen Färbung und Differenzierung von neutrophilen, eo-
sinophilen und basophilen Granulozyten [2]. 1908 wurde Ehrlich für seinen Beitrag in 
der Immunologie der Nobelpreis in der Kategorie Physiologie und Medizin verliehen.  
Da die neutrophilen Granulozyten den Hauptteil der Leukozyten ausmachen, sind diese 
in ihrer Funktion besonders gut untersucht. Sie gehören zur angeborenen Immunabwehr 
des Körpers und reagieren besonders schnell auf Infektionen, Entzündungen und Stress. 
Eine hauptsächliche Funktion ist die Phagozytose von Mikroorganismen [3, S. 160]. 
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Die Granulozyten werden durch Zytokine wie zum Beispiel TNF-α (Tumor Nekrose 
Faktor α) aktiviert, durch Chemotaxis an den Ort der Infektion gelockt und können mit 
Hilfe von Oberflächenmolekülen Erreger detektieren, binden und internalisieren. Der 
Abbau des Mikroorganismus erfolgt mit Hilfe verschiedener lysosomaler Enzyme (zum 
Beispiel Hydrolasen, Myeloperoxidasen und Defensinen), welche neben weiteren Ent-
zündungsmediatoren wie Zytokinen in den Granula enthalten sind [4]. Die Neutrophilen 
zeichnen sich aufgrund ihrer vielen Enzyme und Proteine durch eine hohe Granularität 
aus und besitzen einen Durchmesser von ca. 12-15 µm. Mit Hilfe der Morphologie des 
Zellkerns können sie in die frühen stabkernigen und die reifen segmentkernigen neutro-
philen Granulozyten eingeteilt werden. Granulozyten entwickeln sich im Knochenmark 
aus den myeloischen Vorläuferzellen unter dem Einfluss von GM-CSF (engl. gra-
nulocyte-monocyte colony stimulating factor) zur Vorläuferzelle für Monozyten und 
Granulozyten, welche sich unter dem weiteren Einwirken von G-CSF (engl. granulocyte 
colony stimulating factor) zu Granulozyten spezifizieren. 
Eine besondere Rolle haben neutrophile Granulozyten neben der angeborenen Abwehr-
reaktion auf vor allem bakterielle Erreger in der Entwicklung von kardiovaskulären Er-
krankungen, da sie an der Genese der Arteriosklerose mitwirken. Aufgrund der Rele-
vanz für diese Arbeit wird der Zusammenhang zu kardiovaskulären Erkrankungen in 
Abschnitt 1.1.2 näher erläutert. 
Die eosinophilen Granulozyten haben ihre Funktion vor allem in der Initiation und Ver-
stärkung von Entzündungsreaktionen durch die Phagozytose und Präsentation von Anti-
genen [3, S. 163]. Dies findet insbesondere bei der Abwehr von parasitären Erkrankun-
gen sowie bei allergischen Reaktionen statt, daher werden sie auch als Marker in diesem 
Bereich eingesetzt [5; 6]. Von ihrer Größe und Form ähneln sie den Neutrophilen, mit 
Hilfe der starken Eosinophilie der Granula, welche hauptsächlich durch das Major Basic 
Protein bedingt ist, ist eine Differenzierung möglich. Dieses Protein wirkt direkt zytoto-
xisch und auf andere proinflammatorische Zellen aktivierend. 
Basophile Granulozyten sind morphologisch eher mit Lymphozyten vergleichbar. Sie 
sind etwas kleiner und haben eine geringere Granularität als die bereits erwähnten Gra-
nulozyten. Sie besitzen hauptsächlich Mediatoren, die für eine starke allergische Reak-
tion verantwortlich sind, wie Histamin, Arachidonsäure, Prostaglandine und Leukotrie-
ne. Diese bewirken vor allem eine Gefäßerweitung mit Ödembildung sowie eine Kon-
traktion mit Spasmus der glatten Muskulatur. Sie besitzen hochspezifische IgE-
Rezeptoren, bei deren Bindung die vasoaktiven Substanzen freigesetzt werden. Baso-
phile Granulozyten sind damit wichtige diagnostische Parameter in der Diagnostik von 
Allergien [7]. 
Die Beschreibung der einzelnen Zellen aufgrund ihrer mikroskopisch erfassbaren Mor-
phologie ist nur eine Möglichkeit zur Typisierung dieser. Eine weitere liegt in der Mög-
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lichkeit, die molekularbiologischen Eigenschaften einer Zelle nachzuweisen, welche oft 
spezifisch bei einer Zellart oder Entwicklungsstufe vorkommen. Dies wird im nächsten 
Abschnitt anhand des CD (engl. cluster of differentiation) näher erläutert.  
1.1.1 Cluster of differentiation zur Phänotypisierung 
Verschiedene Moleküle wie Proteine oder Glykoproteine, die entweder membrange-
bunden oder im Zytoplasma von Zellen vorkommen, können dank der Herstellung von 
monoklonalen Antikörpern mit diesen markiert werden. Dabei erkennen die Antikörper 
einen definierten Strukturbereich der Antigene (Epitop) und binden an diese. Um die 
gebildeten Antigen-Antikörper-Komplexe qualitativ und quantitativ zu bestimmen, 
können beispielsweise Immunoassays durchgeführt werden, in denen der Komplex 
durch eine signalgebende Markierung nachgewiesen wird. Hierbei kann man beispiels-
weise fluoreszierende oder chemolumineszierende chemische Gruppen an den Antikör-
per binden. Bei der Fluoreszenz kommt es nach Anregung mit Licht, bei der Chemolu-
mineszenz nach spezifischer chemischer Reaktion zur Emission von Licht einer be-
stimmten Wellenlänge.  
Erkennen die eingesetzten Antikörper die gleichen Strukturen, werden sie in internatio-
nalen Workshops dem cluster of differentiation zugeordnet. Die daraus resultierende 
CD-Nomenklatur ist international gültig und vereinfacht die globale wissenschaftliche 
Kommunikation. Seit der letzten Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) 
Konferenz 2016 sind über 400 CD-Antigene dokumentiert [8]. 
Bei den CD-Molekülen handelt es sich um Rezeptoren mit unterschiedlichsten Funktio-
nen wie zum Beispiel Antigenerkennung zur Zellkommunikation oder enzymatischer 
Aktivität. Aufgrund der Bindung von Antikörpern an die CD-Moleküle und der Kopp-
lung von fluoreszierenden Farbstoffen an spezifische Antikörper ist zur Analyse der 
Oberflächenproteine die Methodik der Durchflusszytometrie (siehe 1.2.1) anwendbar.  
1.1.2 Relevanz zu kardiovaskulären Erkrankungen 
Kardiovaskuläre Erkrankungen sind laut statistischem Bundesamt neben Krebserkran-
kungen führende Todesursache in Deutschland und damit von enormer Bedeutung für 
die Gesellschaft und die medizinische Forschung. Im Jahr 2015 waren 38,5 % der Ster-
befälle in Deutschland auf Erkrankungen des Kreislaufsystems wie die arterielle Hyper-
tonie, die ischämische Herzkrankheit und den damit verbundenen Myokardinfarkt sowie 
auch zerebrovaskuläre Erkrankungen zurückzuführen [9]. Die Pathologie hinter diesen 
Krankheiten ist hauptsächlich die Arteriosklerose, welche durch den westlichen Lebens-
stil gefördert wird. Dieser ist vor allem geprägt durch ungenügend körperliche Aktivität, 
ungesunde Ernährung (einseitig, kohlenhydrat- und lipidreich, ballaststoffarm), erhöh-
ten Alkoholkonsum und einen positiven Rauchstatus. Dies endet häufig in einem meta-
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bolisch-vaskulären Syndrom aus Insulinresistenz mit Diabetes mellitus, Adipositas mit 
viszeraler Fettverteilung (erhöhtem Taillenumfang), Dyslipidämie und arterieller Hyper-
tonie [10].  
Die Leukozyten spielen in der Entstehung der Arteriosklerose eine entscheidende Rolle. 
Die Zellen wandern durch Dysfunktion des Endothels in den Subendothelialraum und 
bewirken hier eine Entzündungsreaktion. Bekannt sind hier vor allem die Makrophagen, 
die als Schaumzellen in den fatty streaks neben den glatten Muskelzellen zu finden sind. 
In Arteriosklerosemodellen, in denen vor allem die Frühphase der Plaqueentstehung 
untersucht wurde, fand man jedoch auch eine hohe Anzahl von Granulozyten, welche in 
der Gefäßwand akkumulieren und ein Zeichen für die systemische Entzündungsreaktion 
darstellen [11; 12].  
Neben der Prophylaxe dieser degenerativ-entzündlichen Gefäßprozesse sind vor allem 
eine frühe Erkennung und damit auch eine rechtzeitige Behandlung von besonderem 
Interesse. Aus diesem Grund gibt es in der medizinischen Forschung zahlreiche Studien 
über molekulare und zelluläre Biomarker zur Frühidentifikation eines kardiovaskulären 
Risikos. Aufgrund des bestehenden Zusammenhangs zwischen Entzündung und Gefäß-
veränderungen wurde besonders in Studien der letzten Jahre immer mehr Wert auf in-
flammatorische Marker gelegt. In den Anfängen wurden hierfür zum Beispiel das C-
reaktive Protein (CRP) oder der WBC (engl. white blood cell count) für die Anzahl an 
Leukozyten herangezogen [13–16]. Erhöhte Werte stellen einen Prädikator für die Ent-
wicklung eines metabolisch-vaskulären Syndroms [17] und damit ein erhöhtes kar-
diovaskuläres Risiko dar [18]. Eine bessere Aussagekraft hierfür erhält man jedoch 
durch eine spezielle Analyse, welche Subtypen von Leukozyten einen Zusammenhang 
zu kardiovaskulären Ereignissen aufweisen [19; 20], wie in neueren Studien festgestellt 
werden konnte. Hierbei fällt auf, dass vor allem eine hohe Anzahl an neutrophilen Gra-
nulozyten und eine geringe Anzahl an Lymphozyten stark mit Arteriosklerose an den 
Koronararterien des Herzens korrelieren. Aufgrund dieser neueren Erkenntnisse kann 
man das Neutrophile/Lymphozyten Verhältnis zur Vorhersage für das kardiovaskuläre 
Risiko eines Patienten heranziehen [21]. 
1.2 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist eine spezielle Methode, um einzelne Zellen genauer zu 
untersuchen und zu charakterisieren, beziehungsweise gegebenenfalls zu sortieren. 
Hierbei können verschiedenste Merkmale einer Zelle gleichzeitig qualitativ und quanti-
tativ erfasst werden. Mit Hilfe von molekularer Zellphänotypisierung kann es dabei um 
Oberflächenmoleküle, wie die genannten CD-Rezeptoren, oder aber um intrazelluläre 
Strukturen, wie zum Beispiel DNA oder intrazellulärer Zytokine gehen. Außerdem wird 
die Zelle anhand ihrer Morphologie analysiert, d.h. anhand der Größe und Granularität 
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[22]. Das Verfahren findet vor allem in der Routinediagnostik der Klinik sowie in der 
Grundlagenforschung der Zellbiologie und Immunologie Anwendung [23]. Im Folgen-
den werden das Messprinzip sowie Anwendungsbeispiele dargestellt. 
1.2.1 Prinzip der Methode 
Das Messprinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Erfassung optischer Signale. 
Zunächst werden die Zellen einer Suspension einzeln hintereinander (wie bei einer Per-
lenschnur) durch hydrodynamische Fokussierung aufgereiht und mit monochromati-
schem Licht angeregt. In der Regel werden mehrere Lichtquellen eingesetzt, welche 
typischerweise aus einem roten, blauen und ultravioletten Laser bestehen [24, S. 6].  
Durch Auftreffen des Lichts auf die Zellen wird ein Teil dessen gestreut und auch ab-
sorbiert. Unterschieden wird zwischen dem Vorwärtsstreulicht (FSC, engl. forward 
scatter channel), welches grob betrachtet Aussagen über die Größe der jeweiligen Zelle 
zulässt, und dem Seitwärtsstreulicht (SSC, engl. sideward scatter channel), welches 
über die Granularität und damit die Komplexität des Inhalts einer Zelle definiert ist. Das 
FSC wird nahezu im Winkel von 0° bzw. 180° und das SSC im 90° Winkel dazu ge-
streut. Aus der grafischen Darstellung von FSC gegen SSC lassen sich schon erste Aus-
sagen über die Morphologie und damit auch ein Unterscheiden der Leukozytenhaupt-
zelltypen einer Blutprobe erreichen. Eine Unterscheidung der Leukozyten mittels 
Durchflusszytometrie in ihre drei Subpopulationen (Granulozyten, Monozyten und 
Lymphozyten) wurde schon in den 1980er Jahren beschrieben [25; 26]. Die Detektion 
des gestreuten Lichts erfolgt entweder über Photomultiplier (PMT) oder Photodioden, 
welche die optischen Signale jeder einzelnen, den Laserstrahl passierenden Zelle in 
elektrische Impulse konvertieren [24, S. 17]. Dieser Signalimpuls weist eine Höhe (H, 
engl. height), Breite (W, engl. width), eine Flugzeit (TOF, engl. time of flight) und einen 
integrierten Bereich (A, engl. area) auf (Abbildung 1). Die kombinierte Darstellung 
zweier dieser Signale erlaubt die Unterscheidung von Ereignissen, welche der gleichzei-
tigen Passage von zwei Zellen (Doubletten, koinzidente Zellen) zuzuordnen sind 
(Abbildung 1, B), zu Ereignissen, die durch eine große Einzelzelle entstanden sind 
(Abbildung 1, A) [27, S. 612; 28]. 
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Abbildung 1: (A) Signaleigenschaften bei Anregung einer Zelle durch den Laser sowie exemp-
larische Darstellung von Doubletten (B) inklusive der Signaleigenschaften dieser bei Passieren 
des Lasers. Die Abkürzungen W, H und A stehen dabei für Breite (engl. width), Höhe (engl. 
height) und Fläche unter der Kurve (engl. area). Abbildung nach [24, S. 14]. 
Neben dem Streulicht wird auch das emittierte Fluoreszenzlicht im Winkel von 90° de-
tektiert. Fluoreszenz beschreibt eine kurz andauernde Lichtemission von Partikeln, wel-
che durch Anregung mittels energiereicher Strahlung erzeugt wird. Dies kann durch 
Autofluoreszenz oder eingebrachte Fluoreszenzfarbstoffe an bzw. in den Zellen auftre-
ten. Die Fluoreszenzfarbstoffe können dabei kovalent an monoklonale Antikörper ge-
bunden werden, welche wiederum an Oberflächenmoleküle der Zelle binden. Durch 
eine erhöhte Anzahl an gebundenen Antikörpern, also einer erhöhten Anzahl an Ober-
flächenmolekülen, steigt die Intensität des fluoreszierten Lichtes. Fluoreszenzfarbstoffe 
können auch in eine Zelle eindringen und zum Beispiel in die DNA einer Zelle interka-
lieren; die Intensität nimmt in diesem Fall mit dem DNA-Gehalt der Zelle zu. 
Die Auswahl der geeigneten Farbstoffe hängt von deren Emissionsspektrum und vom 
eingesetzten Laser ab, da unterschiedliche Farbstoffe verschiedene Anregungsbereiche 
aufweisen können [24, S. 6]. Einige Farbstoffe weisen jedoch auch das gleiche Anre-
gungsspektrum auf, aber unterschiedliche Emissionsspektra (Stokes-Verschiebung). 
Durch diesen Effekt kann bei der Mehrfarbenfluoreszenzanalyse auf die Anregung 
durch unterschiedliche Wellenlängen und damit evtl. auf den Einsatz mehrerer Laser 
verzichtet werden [24, S. 11].  
In Abbildung 2 ist der schematische Aufbau eines Durchflusszytometers dargestellt. 
Dichroitische Filter sowie verschiedene Bandpassfilter, welche nur Licht bestimmter 
Wellenlängen passieren lassen, werden für die optische Trennung der Emissionsspek-
tren der verschiedenen Farbstoffe eingesetzt [27, S. 32]. Die für die Detektion einge-
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setzten Photomultiplier werden mit zunehmender Wellenlänge des fluoreszierten Lichts 
aufsteigend nummeriert (FL 1, FL 2, FL 3…). Dadurch können in nur einer Messung 
mehrere Merkmale erfasst werden, vorausgesetzt, die Merkmale sind über verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe markiert.  
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers nach [27, S. 30]. (1) Laser 
(2) Messkammer (3) Photodiode für FSC, engl. forward scatter channel (4) dichroitische Filter 
(5) Bandpassfilter (6) Photomultiplier (PMT) für SSC, engl. sideward scatter channel (7) PMT 
für FL 1 (8) PMT für FL 2 (9) PMT für FL 3 (10) Analog-Digital-Wandler (PC) Computer. 
Um die Anzahl der analysierten Eigenschaften eines Messvorgangs zu erhöhen, können 
auch mehrere Laser eingesetzt werden. Eine Möglichkeit stellt die kollineare Laser-
Einkopplung dar. Dabei treffen alle Laser gleichzeitig auf die Zelle und regen diese an, 
was den Nachteil mit sich bringt, dass die verwendeten Farbstoffe sich in ihrem Emissi-
onsspektrum unterscheiden müssen. Eine Alternative stellt die räumlich getrennte La-
ser-Einkopplung dar, bei der die Zelle verschiedene Laser hintereinander passiert. Hier-
bei können auch Farbstoffe gleicher Emission eingesetzt werden, mit der Einschrän-
kung, dass sie jeweils nur von einem Laser intensiv angeregt werden [27, S. 37]. 
Bei der Mehrfarbendurchflusszytometrie werden mehrere Farbstoffe von einem Laser-
strahl angeregt und analysiert. Ein Problem dieser Methode besteht in einer Überlap-
pung der Emissionsspektren der eingesetzten Farbstoffe (siehe Abbildung 3). Um dieses 
Problem zu lösen, kann mit Hilfe von Filtern nur ein ausgewählter Spektralbereich des 
emittierten Signals analysiert werden. Eine vollständige Abgrenzung der einzelnen Flu-
oreszenzbereiche ist jedoch nicht möglich. Somit kommt es zu zusätzlichen, unge-
wünschten Signalen an den einzelnen Detektoren. Ein typisches Beispiel einer solchen 
Überlappung bieten die Farbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin 
(PE) (siehe Abbildung 3), wobei vor allem FITC einen hohen Anteil an Fluoreszenz im 
Spektralbereich von PE-Detektoren aufweist [29]. Um eine falsche Zuordnung der 
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Farbstoffe und damit eine fehlerhafte Auswertung der gesamten Messung zu verhin-
dern, benötigt es einer Korrektur, welche mathematisch erreicht wird. Der Vorgang der 
rechnerischen Elimination der unerwünschten Fluoreszenzsignale vom echten Fluores-
zenzsignal wird als Kompensation bezeichnet [30]. Eine korrekte Kompensation ist 
wichtig, um negative Zellen (ohne Fluoreszenz) von positiven Zellen (mit gebundenem 
Farbstoff und damit fluoreszierend) auch mit schwach exprimierten Antigenen zu diffe-
renzieren. Jedoch sollte auch eine Überkompensation vermieden werden, da sonst mög-
liche positiv fluoreszierende Signale übersehen werden können. Folglich wird es bei 
zunehmender Anzahl an eingesetzten Farbstoffen schwerer und komplexer, die richtige 
Kompensationsmatrix zu finden. Hierbei wird erst die Probe jeweils mit jedem Farbstoff 
einzeln analysiert und die Überlappung in die nicht gefärbten Kanäle gemessen. Diese 
sind anschließend zu subtrahieren. Zur Kontrolle der Kompensation können jeweils alle 
Farbstoffe untereinander paarweise in Zweiparameterhistogrammen gegenübergestellt 
werden. Um dies rechnerisch zu verarbeiten, sind Matrixkalkulationen erforderlich [31; 
32], welche meist vollständig automatisiert per Voreinstellung des Herstellers elektro-
nisch über die Software des Geräts erstellt werden. 
 
Abbildung 3: Fluoreszenzspektren von FITC (Fluoresceinisothiocyanat, grüne Linie) und PE 
(Phycoerythrin, orange Linie) mit Überlappung des jeweiligen Emissionsbereichs und grau un-
terlegtem Spektralbereich der Lichtdetektion (Filtereigenschaften des Zytometers Navios 
Beckman Coulter für FITC bei 525BP40 und für PE bei 575BP30). Anregungswellenlänge des 
Lasers bei 488 nm (blaue Linie). Erstellt mit Igor Pro 6 nach [33]. 
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Durch Analog-Digital-Wandler werden die erfassten binären Daten in einem standardi-
sierten sogenannten Listmode-File zur Auswertung an einen angekoppelten Computer 
gesendet [34, S. 239]. An diesem kann dann mittels verschiedenster Software die Ver-
arbeitung der zytometrisch erhobenen Daten erfolgen. Eine solche Auswertesoftware ist 
zum Beispiel FlowJo, mit deren Hilfe einzelne Subpopulationen identifiziert und cha-
rakterisiert werden können. Die Darstellung eines einzelnen gemessenen Events (Ereig-
nis), das heißt einer einzelnen Zelle kann als Punkt in sogenannten Dotplots (Zweipa-
rameterhistogrammen) erfolgen, um die Relation zweier unterschiedlicher Eigenschaf-
ten einer Zelle visualisieren zu können [24, S. 22]. Mit Hilfe der Lage bezüglich der 
jeweiligen Achse können die Eigenschaften der Zellen beschrieben werden. Dies wird 
exemplarisch an Abbildung 4 erläutert. Es gibt Ereignisse, die eine hohe Intensität an 
PE-Cy5.5 (Phycoerythrin-Cyanin 5.5) aufweisen. Diese Zellen besitzen also viel CD38, 
welches mit dem genannten Farbstoff nachgewiesen wird; man bezeichnet sie als 
CD38+. Ereignisse, die eine geringe Fluoreszenzintensität in diesem Bereich aufweisen, 
haben kaum PE-Cy5.5-gekoppelte Antikörper gebunden, besitzen also kaum CD38 an 
ihrer Oberfläche und werden daher CD38- bezeichnet. Eine weitere mögliche Beschrei-
bung kann durch eine Einteilung in hohe (high), mittlere (mid) und geringe (low) Inten-
sität vorgenommen werden. 
Für die Analyse bestimmter Zellpopulationen werden in den Dotplots die Zelltypen auf-
grund der Lage und damit der Korrelation der dargestellten Eigenschaften eingegrenzt. 
Der Vorgang des Eingrenzens wird als Gating bezeichnet und ein solches Auswerte-
fenster als Gate (siehe Abbildung 4). In der darauffolgenden Auswertung werden nur 
solche Ereignisse berücksichtigt, welche innerhalb des eingegrenzten Bereiches liegen 
[24, S. 25]. Mit Hilfe dieser Strategie können in der weiteren Datenauswertung Ereig-
nisse populationsbezogen analysiert werden. 
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Abbildung 4: Exemplarische Darstellung eines Dotplots mit den zu untersuchenden Eigen-
schaften von CD3 und CD38. Ein Punkt steht für ein Ereignis und damit eine Zelle. Mit Hilfe 
der zwei manuell angefertigten Gates können zwei Populationen unterschieden werden. Mit 
Hilfe der Färbung wird eine unterschiedliche Dichteverteilung der Ereignisse und damit der 
Zellen dargestellt, wobei diese von rot über grün zu blau abfällt. 
1.2.2 Anwendung der Zytometrie im klinischen Alltag 
Die Durchflusszytometrie ist aus der Diagnostik vieler Teilbereiche der Medizin nicht 
mehr wegzudenken. Des Weiteren findet sie zum Beispiel auch breite Anwendung in 
der biotechnologischen Prozesssteuerung, wie in Brauereien oder Kläranlagen. Im Fol-
genden sollen nur medizinische Anwendungen im Bereich der Immunologie betrachtet 
werden. 
In der Medizin hat die Durchflusszytometrie einen großen Stellenwert zum Beispiel in 
der Diagnostik und Verlaufskontrolle von Immundefekten erzielt [35; 36]. Eine schnelle 
Diagnosestellung führt zu einer frühen Erkennung der Defekte und damit zu einer The-
rapieeinleitung, noch bevor schwere Infekte auftreten [36]. In diesem Bereich ist auch 
die zytometrische Analyse der Funktionsparameter einer Zelle, wie der Phagozytose, als 
auch verschiedener Enzymaktivitäten, von Interesse [37]. Darüber hinaus wird die 
Durchflusszytometrie in der Erkennung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt, wie 
zum Beispiel bei der qualitativen und quantitativen Erfassung von HLA-B27 bei anky-
losierender Spondylitis [38]. 
Die Immunphänotypisierung findet auch in der Infektiologie, vor allem in der Diagnos-
tik und im Monitoring von HIV-Patienten Anwendung, wobei die quantitative Erfas-
sung von CD4+ T-Zellen für den Abwehrstatus und die Therapieeinleitung bisher im 
Vordergrund stand. Neueste Erkenntnisse erachten die Relevanz dieser Zellzahl für die 
Therapieindikation jedoch als weniger wichtig [39].  
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Neben vielen weiteren Einsatzgebieten gilt es auch die Hämatologie zu nennen, da be-
sonders bei Leukämien und Lymphomen eine Phänotypisierung der entarteten Zellen 
für Diagnostik und Therapieansatzpunkte von Interesse sind [40]. Der Vorteil besonders 
geringe Mengen an speziellen Zellen zu erfassen, ist in der Beurteilung des Therapieer-
folgs von großer Bedeutung [41]. 
Das Aufzählen der hier nur ausschnittsweise genannten Anwendungsgebiete der Durch-
flusszytometrie zeigt das große Potential dieser Methodik. Um dieses Potential weiter 
nutzen zu können, sollte man darauf abzielen, weitere Zusammenhänge zwischen be-
stimmten Zellarten und Erkrankungen zu finden. Durch eine Analyse dieser Zellpopula-
tionen könnte dann beispielsweise frühzeitig eine Erkrankungsneigung erkannt und die-
ser gegengesteuert werden. 
1.3 LIFE – „Zivilisationskrankheiten im Visier“ 
Die in dieser Arbeit vorzustellenden Ergebnisse beruhen auf Daten aus der LIFE-Studie. 
Diese Studie ist eine populationsbasierte Kohortenstudie, welche vom Leipziger For-
schungszentrum für Zivilisationserkrankungen durchgeführt wird. Das Studienkonzept 
wurde 2008 entworfen und konnte ab August aus Mitteln der Europäischen Union (32,3 
Millionen Euro aus dem sächsischen EFRE-Programm (Europäische Fonds für regiona-
le Entwicklung); 2,1 Millionen Euro ESF (Europäische Sozialfonds) für Nachwuchsfor-
scher) und des Freistaates Sachsen (5,7 Millionen Euro) gefördert werden [42]. Nach-
dem 2010 die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig das 
LIFE-Studienkonzept freigab, wurde zunächst mit einer Pilotstudie mit 400 freiwilligen 
Teilnehmern begonnen. In dieser Pilotphase wurden die Abläufe und Protokolle für die 
Hauptstudie getestet und optimiert. Die Patientenrekrutierung der Hauptstudie begann 
im August 2011 und wurde im November 2014 erfolgreich mit einer Gesamtzahl von 
über 20.000 Teilnehmern abgeschlossen. Die LIFE-Studie gliedert sich auf in verschie-
dene Kohorten: eine Leipziger Bevölkerungsstudie mit 10.000 Erwachsenen zur Erhe-
bung des Populationsquerschnittes (LIFE-Adult) und verschiedene Kohorten mit 
Krankheitsbezügen, wie zum Beispiel Gefäßerkrankungen und Herzinfarkt, Depression 
und Kopf- und Halstumore. Die für diese Arbeit verwendeten Zytom-Daten stammen 
alle von Probanden aus der LIFE-Adult Kohorte. 
Die Durchführung der LIFE-Studie ist weltweit eine der ersten dieser Art und Größen-
ordnung. Die wichtigsten Ziele der Studie beinhalten die Beschreibung von Prävalenzen 
und Inzidenzen von häufigen Zivilisationskrankheiten, die Untersuchung des Einflusses 
von Genetik und Lebensstil auf diese, sowie in einer noch folgenden Längsschnittunter-
suchung die Identifizierung neuer Biomarker zur Früherkennung, Optimierung der The-
rapie und Vorhersage des Behandlungserfolges. 
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Die Probandenrekrutierung von LIFE fand in Kooperation mit dem Einwohnermelde-
amt von Leipzig statt. Alters- und geschlechtsstratifiziert wurden zufällig 10.000 Be-
wohner ausgewählt. Das Alter der Hauptkohorte wurde auf 40-79 Jahre festgelegt, je-
doch wurden zusätzlich auch junge Erwachsene im Alter von 18 bis 39 Jahren mit ein-
geschlossen (Abbildung 5).  
 
Abbildung 5: Übersicht über das LIFE-Adult Studiendesign mit Verteilung der Probanden in 5 
Jahres-Altersgruppen. Abbildung nach [42]. 
Zur Erhebung und Gewinnung von Stammdaten wie zum Beispiel Alter und Geschlecht, 
Lebensstilgewohnheiten und der medizinischen Anamnese wurden alle Probanden nach 
einem standardisierten Basisprogramm untersucht und befragt, welches insgesamt 5 bis 
6 Stunden dauerte. Inhalte waren Administration (Empfang, Verpflegung, ärztliches 
Abschlussgespräch; ca. 1 Stunde), apparative Untersuchungen (unter anderem Anthro-
pometrie, Blutabnahme, Urinuntersuchung, Blutdruckmessung, Carotissonographie, 
Intima-Media-Dicke, Echokardiographie, oraler Glukosetoleranztest, Ruhe-EKG; ca. 2 
Stunden und 40 Minuten), sowie persönliche Interviews und computergestützte Frage-
bögen (zum Beispiel Lebensstil, medizinische Anamnese, Demenz/Kognition; ca. 3 
Stunden). Zusatzprogramme für Probanden mit einem Alter von über 65 Jahren beinhal-
teten ein MRT (Magnetresonanztomographie) des Schädels zur Beurteilung von struktu-
rellen Veränderungen inklusive Tests zur Neurokognition, sowie die Durchführung ei-
nes Elektroenzephalogramms mit Analyse der Vigilanzregulation.  
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Zur Studienteilnahme gehörte auch eine Einwilligung in die Freigabe der Daten für wei-
terführende Forschungszwecke im Rahmen der LIFE-Studie. Die Biomaterialien wur-
den zum Großteil in einer Biobank auf Langzeit eingelagert und zusätzlich zur Direk-
tanalyse (unter anderem Koagulationstest, Leukozyten-Phänotypisierung, Genomanaly-
se) in die entsprechenden Labore weitergeleitet. 
Gemessen an der Anzahl der eingeladenen Probanden lag die Teilnehmerrate an der 
LIFE-Adult-Studie bei 33 %. Abgesagt haben 30 %, die weiteren 37 % haben sich nach 
mehrmaligem Anfragen von LIFE nicht zurückgemeldet [42]. 
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2 Aufgabenstellung 
Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Beschreibung Leukozyten-ähnlicher Zellen im 
Granulozytenscatter, welche bisher nicht in der Literatur zu finden sind, und in der 
Entwicklung einer Gatingstrategie zur durchflusszytometrischen Erfassung dieser. Da-
bei werden folgende vier Zellpopulationen mit neuen Phänotypen im Granulozytenscat-
ter beschrieben:  
 Lymphozyten-ähnliche Zellen (LL, engl. lymphocyte like): 
LL1: CD3+, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
LL2: CD3+, CD38low, CD8+, CD4-, CD16/56+, CD45+, SS-H mid-high 
LL3: CD3+, CD4+, CD8-, CD16/56+, CD45+, SS-H mid-high 
Monozyten-ähnliche Zellen (ML, engl. monocyte like): 
ML: CD3-, CD38+, CD14+, CD4-, CD16+, CD45+, SS-H mid-high. 
 
Die Verteilung dieser Zellen sowie das Neutrophile/Lymphozyten-ähnliche-Zellen Ver-
hältnis für die Populationen LL2 und LL3 in der Allgemeinbevölkerung soll analysiert 
werden. Basierend auf vorhandenen Literaturdaten zu bekannten Subpopulationen wur-
den folgende drei Hypothesen aufgestellt: 
1. Die Granulozytensubtypen korrelieren mit dem Alter und Geschlecht der LIFE-
Adult Kohorte. 
2. Die Granulozytensubtypen zeigen einen Zusammenhang zu den anamnestisch 
erfassten Lebensstilmerkmalen Alkohol- und Zigarettenkonsum der LIFE-Adult 
Kohorte. 
3. Die Granulozytensubtypen korrelieren mit ausgewählten kardiovaskulären Risi-
kofaktoren (WHR, HDL, LDL, arterielle Hypertonie) der LIFE-Adult Kohorte. 
Wenn Hypothese drei bestätigt wird, soll des Weiteren diskutiert werden, ob die neu 
identifizierten, phänotypisierten Granulozytensubpopulationen als Biomarker zur Früh-
erkennung von kardiovaskulären Erkrankungen dienen können. 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Probandenauswahl 
Für die zytometrische Analyse wurden Blutproben der LIFE-Adult Kohorte im Zeit-
raum von Februar 2011 bis August 2014 untersucht. 963 aller mit einem 10-
Farbprotokoll [43] gemessenen Proben wurden zur Gating-Auswertung und damit zur 
Untersuchung der Aufgabenstellung in dieser Arbeit herangezogen. Die geschlechtsspe-
zifische Verteilung der zur Auswertung herangezogenen Probanden liegt bei M (männ-
lich) : W (weiblich) 47 % : 53 %. Dieses Verhältnis konnte durch eine alters- und ge-
schlechtsstratifizierte Auswahl erreicht werden, indem von den bis zu 20 Blutproben pro 
Tag durchschnittlich 8 anhand der Stammdaten (Geschlecht und Alter) selektiert wur-
den. Folglich wurden mindestens 50 Personen jeder Altersdekade in der Hauptkohorte 
mit dem Alter von 40-79 Jahren (insgesamt für beide Geschlechter) analysiert.  
3.1.2 Reagenzien 
 Lysepuffer: pH = 7,4 (0,15 M Ammoniumchlorid, NH4Cl (Carl Roth GmbH 
& Co., P726.1); 0,01 M Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3 (Carl Roth GmbH 
& Co., 6885.2); 1 mM Ethylendiamintetraacetat, EDTA (SIGMA ALDRICH 
Chemie GmbH ED4SS)) 
 0,5 % BSA (Rinderalbumin, engl. bovine serum albumin) (Carl Roth GmbH & 
Co., 3737.2) in Dulbecco’s PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung, engl. phos-
phate buffered saline) (PAA Laboratories, H31-002), pH = 7,4 
 0,5 % Paraformaldehyd in PBS, pH = 7,4 Paraformaldehyd (Carl Roth GmbH & 
Co., 0335.2), gefiltert durch einen 0,45 µm Filter 
 Monoklonale Antikörper der Firmen Beckman Coulter (Pasadena, USA) und 
Becton-Dickinson Labware (BD: NJ) 
Standardlösungen und Beadlösungen zur Überprüfung der Gerätestabilität: 
 Kalibrierung des Durchflusszytometers mit Hilfe von Mikrobeads (FlowCheck 
Pro Fluorospheres, 3 x 10 ml, Beckman Coulter, A63493, Pasadena, USA; 
Rainbow Calibration Particles, 8 peaks (3,0-3,4 µm) Sphero™ brand beads) 
(422903, BioLegend, San Diego, USA) 
 Ausrichtung der Laser mit Hilfe von FlowCheck Pro Beads (Beckman Coulter, 
Pasadena, USA) 
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien 
 Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg)  
 Pipettenspitzen (Dr. Ilona Schubert-Laborfachhandel, Leipzig) 
 FACS (engl. fluorescence activated cell sorting) Röhrchen, 5 ml (Sarstedt Akti-
engesellschaft & Co., Nümbrecht) 
 50 ml Falkon Tubes (Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht) 
3.1.4 Geräte 
 Zentrifuge Rotana 96RC, 20 cm Durchmesser Rotor (Hettich Kirchlengern) 
 Hämatologie Analysator XN-9000 (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt) 
 Zytometer Navios Beckman Coulter, Pasadena, USA 
3.1.5 Software 
 Navios Software Version 1.2 
 FlowJo V.10.0.7 Tree Star 
 Microsoft Office Excel 2010 
 IBM SPSS Statistics 21 
 CorelDRAW X4 
 Igor Pro 6 
3.2 Methoden 
3.2.1 Probengewinnung 
Die Entnahme der Blutproben wurde am jeweiligen Morgen der Probandenuntersu-
chung von 6 Uhr bis etwa 12 Uhr durchgeführt. Später entnommene Blutproben wurden 
nicht zytometrisch ausgewertet, um tageszeitabhängige Effekte zu vermeiden. Es han-
delte sich hierbei um peripheres Blut, welches mit dem Chelatbildner EDTA versetzt 
wurde, um die Blutgerinnung zu inhibieren. Ein Entnahmeröhrchen enthielt 9 ml, wobei 
davon 1 ml für die Cytomics Analyse abgenommen wurde. Für die zytometrische Mes-
sung aufbereitet wurden die Proben innerhalb eines Zeitfensters von 2 bis 4 Stunden. 
Alle Probanden haben im Rahmen der LIFE-Studie eine schriftliche Einverständniser-
klärung zur Gewinnung und Untersuchung ihrer Blutproben und anderer Biomaterialien 
unterschrieben [42]. 
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3.2.2 Probenaufarbeitung 
Die Aufbereitung der Blutproben wurde durch Dritte vorgenommen. Die einzelnen 
Schritte und die Protokolloptimierung können in [43] nachgelesen werden und sind da-
her nachfolgend nur im Kurzen erläutert.  
Als erstes wurden in einem 50 ml Plastik Falkontube die Erythrozyten lysiert, um die 
spätere Analyse der Leukozyten zu optimieren, da Erythrozyten unspezifisch Antikörper 
binden und somit die spezifische Färbung von Leukozyten stören, indem sie die Signale 
der Lichtstreuung und damit der zytometrisch erfassten Daten beeinflussen. Hierfür 
wurden zu 1 ml EDTA-Blutprobe 25 ml Lysepuffer gegeben. Nach 10 min Inkubations-
zeit wurde die Probe 5 min bei 340 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. An-
schließend wurde zwei Mal mit 15 ml PBS Puffer unter den gleichen Zentrifugationsbe-
dingungen gewaschen. Im nächsten Schritt erfolgte eine Resuspension in 300 µl 0,5 % 
BSA in PBS. Besonders bei der Untersuchung von Granulozyten ist die Zugabe von 
BSA erforderlich, da dieses die unspezifische Antikörperbindung und damit die Ver-
klumpung von Granulozyten reduziert [27]. Anschließend wurden 100 µl der Leukozy-
tensuspension in einem 5 ml FACS Röhrchen mit 27 µl eines fluoreszenzmarkierten 
Antikörper-Cocktails versetzt. Hierfür wurde ein besonderes Protokoll, das OMIP-023 
(engl. Optimized Multicolor Immunofluorescence Panel) eingesetzt, welches speziell für 
die LIFE-Studie entwickelt wurde. Dieses besteht aus 13 verschiedenen Antikörpern, 
welche in Tabelle 1 mit ihren Zielstrukturen [27, S. 58–60; 44] dargestellt sind. Die 
optimalen Konzentrationen der Antikörper wurden mittels Titration bestimmt. Der 
Antikörper-Cocktail wurde maximal 48 Stunden in Dunkelheit bei 4-8 °C gelagert. Die 
gefärbte Probe wurde bei Raumtemperatur und in Dunkelheit 120 Minuten inkubiert. 
Diese in Testreihen bestimmte Inkubationszeit benötigt eine geringere Antikörperkon-
zentration für optimale Fluoreszenzintensitäten zu vergleichsweise kürzeren Inkubati-
onszeiten. Anschließend folgten zwei weitere Waschschritte mit 2 ml PBS, 5-minütiger 
Zentrifugation bei 340 g und Abgießen des Überstandes um nicht gebundene Antikörper 
zu entfernen und somit störende Hintergrundsignale zu eliminieren. Abschließend wur-
den die Zellen in 300 µl Fixierungspuffer (Paraformaldehyd-PBS-Lösung) resuspendiert 
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Tabelle 1: Zusammenfassung des OMIP-023-Antikörper-Cocktails, welcher zum Anfärben der 
Proben verwendet wurde [43]. (APC) Allophycocyanin (Ax) Alexa (Cy) Cyanin (ECD) Ener-
giegekoppelter Farbstoff (engl. energy-coupled dye) (FITC) Fluoreszeinisothiocyanat (H7) 













CD45 PB J.33 BC A74743 2 Alle Leukozyten 
CD3 V500 SP34-2 BC B00068 3 
T-Zellen (T-Zell-
Rezeptor) 














CD16 PE-Cy7 3G8 BC 6607118 
2 (1:10 ver-
dünnt mit 







BC A21692 2 
NK-Zellen, NKT-Zellen 
(NCAM neural cell 
adhesion molecule) 
CD19 FITC J3-119 BC A07768 2 B-Zellen 
CD38 PE-Cy5.5 LSI198.4.3 BC A70205 2 
Aktivierte T-und B-
Zellen (Plasmazellen), 
Monozyten (cyclic ADP 
ribose hydrolase) 












CD127 APC-Ax700 R 34.34 BC A71116 2 
Regulatorische T-Zellen 
(IL7-Rezeptor α) 
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3.2.3 Durchflusszytometrie 
Die zytometrische Analyse der Daten erfolgte mit dem Zytometer Navios der Firma 
Beckman Coulter, welches mit einem blauen, roten und violetten DPSS-Laser (Dioden 
gepumpter Festkörperlaser, engl. diode pumped solid state) ausgestattet ist. Eine beson-
ders hohe Sensitivität wird bei diesem Gerät durch eine Trennung des Seitwärtsstreu-
lichts von der Fluoreszenzachse erreicht. Weiterhin können durch die Kombinationen 
verschiedener Vorwärtsstreulicht-Winkel selbst extrem kleine Partikel (0,4 und 0,5 µm) 
voneinander mittels hochauflösender Scatter unterschieden werden. 
Eingebaut im Navios ist ein lichtgeschütztes Proben-Karussell, welches bis zu 32 Pro-
ben vollautomatisch abarbeiten kann. Vor der Messung wird dabei jedes Messröhrchen 
einzeln mittels eingebautem Vortex aufgemischt, um sedimentierte Partikel in Suspen-
sion zu bringen, was Messfehler verringert und durch die Automatisierung eine hohe 
Zeitersparnis darstellt. 
Mit Hilfe der drei Laser können verschiedene Fluoreszenzfarben angeregt und mittels 
der 10 Detektoren unterschieden werden. Um den Spektralbereich der verschiedenen 
Fluoreszenzkanäle sicherzustellen, wird das emittierte Licht durch zwei verschiedene 
Filter gelenkt. Detektiert wird also nur das Licht, welches folgende Eigenschaften auf-
weist: eine geringere Wellenlänge als der eingelegte dichroitische Filter, eine höhere 
Wellenlänge als der vorherige dichroitische Filter und eine Wellenlänge innerhalb der 
Spannweite des Bandpassfilters (siehe Abbildung 2 in Abschnitt 1.2.1). Somit ist eine 
Analyse von 13 verschiedenen Oberflächenmarkern in 10 Fluoreszenzkanälen möglich 
(siehe Tabelle 2). 
Die Kompensationsmatrix wurde automatisch durch Wizard Tools der Navios Software 
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Tabelle 2: Eigenschaften des Zytometers Navios Beckman Coulter aus [43]. (APC) Allo-
phycocyanin (Ax) Alexa (Cy) Cyanin (ECD) Energiegekoppelter Farbstoff (engl. energy-
coupled dye) (FITC) Fluoreszeinisothiocyanat (H7) Highlight 750 (PB) Pazifikblau (PE) Phyco-
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3.2.4 Analyse mittels FlowJo 
Die Analyse der durchflusszytometrisch gemessenen Daten wurde mittels FlowJo 
V.10.0.7 Tree Star durchgeführt. Hierbei wurde ein manuelles Gating angewandt, wel-
ches auf der Grundlage von OMIP-023 [43] beruht. Die individuellen Gatingfähigkeiten 
wurden in einem arbeitsgruppeninternen Test überprüft.  
Eine Erhöhung der Anzahl an Merkmalen einer Zelle, welche während einer Messung 
erfasst werden können, wurde durch das Kombinieren verschiedener Antikörper auf 
einen Fluoreszenzfarbstoff erreicht. In diesem Fall wurden die Antikörper für CD8, 
CD14 und CD19 an den Farbstoff FITC gekoppelt, da diese Antigene normalerweise 
nicht auf der gleichen Zelle vorkommen. CD14 ist ein Marker für Monozyten (und in 
sehr geringem Maße für Neutrophile), welche mit Hilfe des Seitwärtsstreulicht (SSC) zu 
Vorwärtsstreulicht (FSC) Verhältnisses gut von Lymphozyten abgegrenzt werden kön-
nen. CD19 kommt bei B-Zellen vor, CD8 bei T- und NK-Zellen, welche untereinander 
über CD3 sowie CD16/56 differenziert werden können. Die Antigene für CD16 und 
CD56 kommen als Oberflächenproteine bei NK-Zellen in Kombination vor, die Ab-
grenzung zu CD16+ Monozyten bzw. Neutrophilen ist über eine Bestimmung von CD38 
und CD14 bzw. FSC und SSC möglich. Daher erlaubt sich eine Kombination auf einen 
Farbstoff (Pe-Cy5). Somit ist eine klare Zuordnung von CD-Molekülen bei Fluoreszenz 
des mehrfach belegten Farbstoffs gegeben und man erhält insgesamt eine Analyse für 
13 verschiedene Oberflächenmarker in 10 Fluoreszenzkanälen (siehe Tabelle 2). 
Bevor die eigentlichen Populationen von Interesse analysiert werden, müssen in jeder 
Blutprobe Artefakte und Störgrößen ausgeschlossen werden. Für den Ausschluss von 
Luftblasen, die beim Ansaugen der letzten Probenreste entstehen können, sobald die 
Probe vollständig aufgetragen wird, wird SS-H gegen die Zeit abgetragen. Um mögliche 
Doubletten (dies sind Ereignisse bei denen zwei Zellen statt einer durch den Proben-
strom laufen) aus den zu analysierenden Gesamtereignissen zu entfernen, wird nach 
dem Protokoll ab 2013 FS-A gegen FS-W (Abbildung 6) bzw. nach dem initialen Pro-
tokoll (Proben im Zeitraum von 2011 bis 2012) SS-A gegen SS-H (Abbildung 7) aufge-
tragen. Dieser Schritt ist speziell bei der Betrachtung von Granulozyten wichtig, da be-
sonders aktivierte Granulozyten bekannter Weise zur Aggregation untereinander neigen 
[34, S. 240].  
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Abbildung 6: Gatingschema für Granulozyten-Subpopulationen ab 2013. (A) Luftblasenaus-
schluss (B) Doublettenausschluss (C) Ausschluss CD45- Ereignisse (D) Differenzierung von 
Lymphozyten mit basophilen Granulozyten, Monozyten und Neutrophilen mit eosinophilen 
Granulozyten (E) Gating von CD3+ CD16/56+ Ereignissen, LL1 (F) erweitertes T-Zell-Gating, 
Erstellung siehe Abbildung 8 (I) Gating der Int. T2 Ereignisse auf CD38 und HLA-DR als 
Hinweis auf monozytäre Verunreinigung (G) Differenzierung der CD16/56+ Ereignisse bezüg-
lich CD4 (H) Untersuchung der CD16/56+ CD4+ auf CD8 (J) Gating von CD8/14/19+ Ereignis-
sen unter den CD16/56+ CD4- (K) mit weiterer Differenzierung in ML und LL2 (L) Backgating 
von ML, LL2 und LL3 zur Lagedarstellung der Ereignisse verglichen mit (F). 
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Das weitere Gating ist speziell für diese Arbeit auf einzelne Zellpopulationen be-
schränkt und beginnt mit einem Ausschluss von CD45- Ereignissen (CD45 gegen SS-
H), wozu Erythrozyten, Zelltrümmer und Thrombozyten zählen (Abbildung 6 A-C, Ab-
bildung 7 A-C). Dieser Ausschluss erfolgt über die Intensitätsmessung des Fluoreszenz-
farbstoffs PB, welcher an den Antikörper gegen CD45 gekoppelt wurde (siehe Tabelle 
1). Ereignisse mit einer geringeren Intensität hierfür werden dann als CD45 negativ 
identifiziert, da diese das Oberflächenmolekül nicht exprimieren und damit den fluores-
zenzgekoppelten Antikörper nicht binden. Die erhaltene Zahl an CD45+ Events enthielt 
alle Leukozytenereignisse, mit dessen Hilfe die Prozentsätze der Leukozytensubpopula-
tionen berechnet werden konnten (relative Zellzahlen). Absolute Zellzahlen in 109/l 
wurden aus diesen Prozentsätzen und dem WBC, welcher automatisch mit Hilfe des 
Hämatologie Analysators XN-9000 (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland) 








Anzahl Ereignisse in Zellsubpopulation
Alle Leukozytenereignisse
  
In vorherigen, unveröffentlichten Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Attila Tárnok 
wurden im Granulozyten-Scattergate ungewöhnliche Granulozyten entdeckt, die teils 
einen Lymphozyten- bzw. Monozyten-ähnlichen Charakter aufweisen. Um diese bislang 
noch nicht näher untersuchten untypischen Zellen erstmals detailliert zu betrachten, 
wurde für diese Arbeit eine Gating-Strategie entwickelt, welche im Folgenden erläutert 
wird. 
Nach Gating des Granulozytenscatters (SS-H gegen CD45) wurden die CD45+, SS-Hmid-
high Ereignisse als erstes auf CD3+ Ereignisse untersucht (Abbildung 6 E, Abbildung 7 
E). Da dies ein Oberflächenmarker für T-Lymphozyten ist, wurde an der gefundenen 
CD3+ CD16/56+ Population ein erweitertes T-Zell-Gating angewandt (Abbildung 6 F, 
Abbildung 7 F). Um dieses Gating trotz geringer Ereignishäufigkeiten möglichst stan-
dardisiert durchzuführen, wurden die Gates zuvor im Lymphozytenscatter an T-
Lymphozyten erstellt (Abbildung 8) und im Nachhinein auf die CD3+ Ereignisse im 
Granulozytenscatter angepasst.  
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Abbildung 7: Gatingschema für Granulozyten Subpopulationen mit abgeänderter TOF. (A) 
Luftblasenausschluss (B) Doublettenausschluss (C) Ausschluss CD45- Ereignisse (D) Differen-
zierung von Lymphozyten mit basophilen Granulozyten, Monozyten und Neutrophilen mit eo-
sinophilen Granulozyten (E) Gating von CD3+ CD16/56+ Ereignissen, LL1 (F) erweitertes T-
Zell-Gating, Erstellung siehe Abbildung 8 (G) Differenzierung der CD16/56+ Ereignisse bezüg-
lich CD4 (H) Untersuchung der CD16/56+ CD4+ auf CD8 (J) Gating von CD8/14/19+ Ereignis-
sen unter den CD16/56+ CD4- (K) mit weiterer Differenzierung in ML und LL2. 
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Abbildung 8: Gatingschema von Lymphozyten als Vorlage für das Gating der CD3+ Ereignisse 
im Granulozytenscatter. (A) Differenzierung von Lymphozyten mit basophilen Granulozyten, 
Monozyten und Neutrophilen mit eosinophilen Granulozyten (B) Lymphozytengating auf CD3+ 
CD16/56- Ereignisse (T-Zellen) (C) differenziertes T-Zellgating zur Identifikation von Subpo-
pulationen (DNT-Zellen: doppelt negative T-Zellen, Int T 1-3: Intermediäre T-Zellen 1-3, DPT-
Zellen: doppelt positive T-Zellen), insbesondere von CD8+ CD4- und CD4+ CD8-. 
Wie in Abbildung 6 F und Abbildung 7 F zu sehen ist, gibt es unter den CD3+ 
CD16/56+ Ereignissen zwei Hauptpopulationen, die CD8+ CD4- und die CD4+ CD8-. 
Um diese Populationen genauer zu betrachten und deren Verunreinigung durch Neutro-
phile zu vermindern, wurde ein alternatives Gatingschema angewandt. Hierbei wurden 
die für Granulozyten typischen CD16/56+ Ereignisse untersucht (Abbildung 6 G, Abbil-
dung 7 G). Dabei wurden im CD4+ CD16/56+ Gate die CD8- Ereignisse erfasst 
(Abbildung 6 H, Abbildung 7 H), welcher der gesuchten CD4+ CD8- Population im 
Granulozytenscatter entspricht (Abbildung 6 L).  
Um die Verunreinigung der CD3+ CD16/56+ Ereignisse zu vermindern, wurden Mo-
nozyten-ähnliche Zellen (Abbildung 6 F, Abbildung 7 F: bezeichnet als Int. T 2 (Inter-
mediäre Zellen 2)) von den ursprünglichen Ereignishäufigkeiten abgezogen. Differen-
ziert wurden diese anhand der hohen Fluoreszenz der Marker HLA-DR und CD38 
(Abbildung 6 I) [44]. 
Die übrigen Populationen der CD3+, CD16/56+ Ereignisse wurden aufgrund geringer 
Ereignishäufigkeiten (meist unter 100 Gesamtereignisse pro Population) nicht näher 
betrachtet, da dies unter anderem ein Ausschlusskriterium darstellt (siehe Abschnitt 
3.2.6). Die Definition des Kriteriums erfolgte aufgrund der erhöhten Fehleranfälligkeit 
der statistischen Analysen bei der Berechnung von Populationen mit geringen Ereignis-
häufigkeiten. Um die Datenreinheit zu gewährleisten wurden daher Ereignishäufigkei-
ten als Ausschlusskriterien festgesetzt. 
Unter der Hauptpopulation des Granulozytenscatters (CD16/56+ CD4-), welche typi-
scherweise neutrophile Granulozyten darstellen, wurden im CD8/14/19+ Gate Monozy-
ten-ähnliche Zellen (CD16+ CD14+ CD38+) und Lymphozyten-ähnliche Zellen 
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(CD16/56+ CD8+ CD3+) gefunden (Abbildung 6 K, Abbildung 7 K), wobei die Lym-
phozyten-ähnlichen Zellen der CD8+ CD4- Population entspricht (Abbildung 6 L). Die-
se Subpopulationen sind in der Literatur bisher nicht zu finden und werden daher hier 
näher untersucht, wobei diese Arbeit auf die phänotypische Beschreibung der Zellen 
und auf die Analyse von möglichen Korrelationen zu ausgewählten Parametern abzielt. 
Untersuchungen zur Funktion der Subpopulationen sind nicht vorgesehen. Um die hete-
rogene Verteilung der relevanten Subpopulationen im Granulozytenscatter zu zeigen, 
welche eine ausschließliche Verunreinigung der Granulozyten mit anderen Zellen sehr 
unwahrscheinlich macht, ist in Abbildung 9 das Backgating dieser Ereignisse darge-
stellt. 
 
Abbildung 9: Backgating der relevanten Subpopulationen LL3 (A und C) , ML (B und D) und 
LL2 (B und E) auf CD45+ SS-Hmid-high zur Darstellung der Verteilung der Populationen im Gra-
nulozytengate. 
Die CD3+ CD16/56- Ereignisse (Abbildung 6 E, Abbildung 7 E) wurden als Eosinophile 
identifiziert. Diese zeigen für eine Vielzahl an Parametern eine hohe Autofluoreszenz, 
unter anderem kann auch die hohe Intensität der Fluoreszenz für CD3 als solche ange-
nommen werden.  
Die einzelnen Zelltypen mit deren Phänotypen sind in Tabelle 3 dargestellt. Die statisti-
sche Auswertung im Ergebnisteil dieser Arbeit bezieht sich dabei auf die hervorgehobe-
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nen Zellpopulationen und nicht auf die Zwischenstufen des Gatingprozesses. Der Grund 
hierfür liegt unter anderem in den gezielt herausgesuchten Subpopulationen mit mögli-
cher kardiovaskulärer Relevanz sowie in dem schon genannten Ausschluss von Popula-
tionen mit besonders geringen Ereignishäufigkeiten. 
Tabelle 3: Granulozyten-Subtypen mit Phänotypisierung. 
Zelltyp Plot Phänotypen 
Leukozyten SS-H:CD45 CD45+, SS-Hlow bis high 
Granulozyten SS-H:CD45 CD45+, SS-Hmid-high 
LL1 (CD3+ CD16/56+) CD16/56:CD3 CD3+, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
Eosinophile Granulozyten CD16/56:CD3 CD3+, CD16/56-, CD45+, SS-Hmid-high 
CD4+  CD4:CD16/56 CD4+, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
CD4+ CD8+ CD8/14/19:CD3 CD4+, CD8+, CD3+, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
LL3 (CD4+ CD8-) CD8/14/19:CD3 CD4+, CD8-, CD3+, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
Neutrophile Granulozyten CD4:CD16/56 CD4-, CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high 
ML CD38:CD3 CD38+, CD3-, CD14+, CD4-, CD16+, CD45+, SS-Hmid-high 
LL2 (CD8+ CD4-) CD38:CD3 CD3+, CD38low, CD8+, CD4-, CD16/56+, CD45+, SS-
Hmid-high 
3.2.5 Merkmalsanalyse 
Die Merkmale bezüglich des Geschlechts, des Alters, des Rauchstatus und des Alkohol-
konsums wurden anamnestisch erhoben. Dabei wurden unter dem Rauchstatus die 
Merkmalsausprägungen Nichtraucher, gegenwärtiger Raucher und ehemaliger Raucher 
zur Auswahl gestellt. Probanden, welche in ihrem Leben über einen Zeitraum von mehr 
als 6 Monaten regelmäßig (1 Zigarette pro Tag oder mindestens 5 Zigaretten pro Woche 
oder mindestens 1 Packung Zigaretten pro Monat oder 1 Zigarillo pro Tag oder mindes-
tens 5 pro Woche oder 2 Zigarren pro Woche oder 2 Pfeifen pro Woche) geraucht ha-
ben, wurden dazu angehalten, sich als Raucher zu bezeichnen. Zum Status ehemaliger 
Raucher wurden keine zeitlichen Einschränkungen angegeben, wie lange eine Abstinenz 
andauern sollte. Für einige statistische Analysen wurde eine Kategorie „aktuelle Nicht-
raucher“ gebildet, welche die Probanden mit den Merkmalsausprägungen Nichtraucher 
und ehemalige Raucher beinhaltet. Der Alkoholkonsum wurde anhand der Alkoholauf-
nahme in Gramm pro Tag erfragt und nach WHO für beide Geschlechter in vier Katego-
rien unterteilt (siehe Tabelle 4). Aufgrund der niedrigen Anzahl an Probanden, welche 
der letzten Kategorie (hochgefährlicher Konsum) zugeteilt werden konnten (0,4 % der 
in diesem Merkmal erfassten Probanden) und damit einer deutlichen Ungleichverteilung 
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innerhalb der Merkmalsausprägungen, wurden die letzten beiden Kategorien für die 
Analysen in dieser Arbeit aggregiert. 
Tabelle 4: Kategorien der täglichen Alkoholaufnahme (in Gramm) nach Geschlecht laut WHO 




Kategorien für die 








20 g 365 30 g 233 Risikoarmer Konsum 
Riskanter Kon-
sum 
> 20 g 21 > 40 g 66 Riskanter Konsum 
Gefährlicher 
Konsum 




> 80 g 1 > 120 g 2 
 
Die stetigen Variablen HDL [mmol/l], LDL [mmol/l] sowie WHR wurden anhand labor-
chemischer bzw. klinischer Untersuchungen erfasst. Der Taillenumfang wurde dabei 
mittig zwischen unterem Rand der letzten tastbaren Rippe und oberem Ende der Crista 
iliaca am Ende der Exspiration gemessen, der Hüftumfang an der breitesten Stelle des 
Gesäßes [45]. 
Zur Untersuchung der arteriellen Hypertonie wurden in dieser Arbeit drei Kategorien 
bezüglich der Bekanntheit des arteriellen Hypertonus festgelegt (siehe Tabelle 5). Bei 
der Messung des Blutdruckes wurde ein Mittelwert aus drei aufeinanderfolgenden Mes-
sungen gebildet, wobei die erste Messung nach fünf Minuten Ruhephase, die zweite und 
dritte Messung nach jeweils drei weiteren Minuten in Ruhe erhoben wurde. Ein hyper-
toner Messwert wurde nach Richtlinien der Deutschen Hochdruckliga e.V. bei Werten 
größer als 140/90 mmHg festgelegt. Bestand bei den Probanden anamnestisch kein 
Bluthochdruck, erfolgte eine Zuteilung in die Gruppe „Kein Bluthochdruck“ bei erho-
benem Messwert kleiner gleich 140/90 mmHg, eine Zuteilung in die Kategorie „Hyper-
toner Messwert ohne vorherige Bluthochdruckdiagnose“ erfolgte wiederum bei Werten 
größer als 140/90 mmHg. Bei anamnestisch bekanntem Hypertonus erfolgte direkt eine 
Zuteilung in diese Kategorie, unabhängig der erhobenen Messwerte. Diese Gruppe fasst 
folglich gut und schlecht eingestellte Hypertoniker unabhängig ihrer Medikation zu-
sammen. 
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Tabelle 5: Kategorien des Merkmals arterielle Hypertonie. 
Kategorie Beschreibung 
Kein Bluthochdruck 
Anamnestisch kein Bluthochdruck bekannt und zur körperli-
chen Untersuchung ein Messwert ≤ 140/90 mmHg 
Bekannter Bluthochdruck 
Anamnestisch bekannter Bluthochdruck unabhängig vom 
gemessenen Ergebnis 
Hypertoner Messwert ohne vorherige 
Bluthochdruckdiagnose 
Anamnestisch kein Bluthochdruck bekannt, aber zur körperli-
chen Untersuchung ein Messwert > 140/90 mmHg 
3.2.6 Probandenausschluss 
Von den 963 zytometrisch erfassten Datensätzen konnten nicht alle in der statistischen 
Auswertung berücksichtigt werden. Proben, bei denen während der Präparation ein me-
thodischer Fehler auftrat (zum Beispiel einer der 13 Antikörper vergessen oder unzu-
reichend pipettiert wurde oder ein hoher Zellverlust in einem der Waschschritte auftrat) 
wurden von der Analyse ausgeschlossen.  
Eingeschlossen in die Auswertung dieser Arbeit wurden Blutproben nur, wenn mehr als 
70.000 Ereignisse in einer Probe mittels Zytometrie gemessen wurden und die relative 
Granulozytenzahl (in Bezug auf alle Leukozyten) über 20 % betrug. Wenn in einer der 
vier relevanten Leukozytenpopulationen weniger als 100 Ereignisse erfasst wurden, 
wurde für diese Probe die jeweilige Subpopulation für die statistische Analyse ausge-
schlossen. Im Ergebnisteil dieser Arbeit wird bei der jeweiligen Zellpopulation auf aus-
geschlossene Probanden hingewiesen. 
Auch Probanden, denen nicht eindeutig eine Blutprobe zugeordnet werden konnte, wur-
den ausselektiert. Hierzu zählen mehrere Blutproben pro Proband bei ungenauen Ent-
nahmedaten sowie Fehler bei der Zuordnung von Probennummern zum jeweiligen Pro-
banden. Ein weiteres Ausschlusskriterium war die Diagnose einer chronischen Krank-
heit wie zum Beispiel eine chronisch lymphatische Leukämie [46]. Eigenanamnestisch 
erhobene einmalige Ereignisse, wie ein stattgehabter Apoplex oder Myokardinfarkt 
wurden hierunter nicht gezählt und damit auch nicht ausgeschlossen. 
Ein anderes wichtiges Merkmal war der WBC Count (Leukozytengesamtzahl). Fehlte 
dieser Wert für einen Probanden, wurde dieser auch ausgeschlossen. Die Ein- und Aus-
schlusskriterien der schlussendlich zur statistischen Auswertung herangezogenen Daten 
sind in Tabelle 6 und Abbildung 10 zusammengefasst. 
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Tabelle 6: Ein- und Ausschlusskriterien der Probanden/Proben. 
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien 
 Probanden der LIFE-Adult Ko-
horte 
 Alter: 18-79 Jahre 
 Blutentnahmezeitpunkt: 6-12 Uhr 
 ≥ 70.000 Ereignisse gemessen 
 Granulozyten/Leukozyten ≥ 20 % 
 
 Bestehende Schwangerschaft (allgemein für LIFE) 
 Bestehende chronische Erkrankung 
 Keine eindeutige Zuordnung von Blutprobe und Pro-
band  
 Fehlender WBC Count 
 Methodischer Fehler bei der Probenpräparation 
 < 100 Ereignisse der zu analysierenden Leukozytenpo-
pulation 
 
Abbildung 10: Flussdiagramm zur Darstellung der Ausschlusskriterien mit jeweiliger Anzahl 
an ausgeschlossenen Blutproben. (WBC Count) Leukozytengesamtzahl, engl. white blood cell 
count (n) Fallzahlen. 
Unter den genannten Bedingungen wurden letztlich für die zytometrische Analyse in 
dieser Arbeit Blutproben von 869 Probanden der LIFE-Adult Kohorte eingeschlossen 
(siehe Abbildung 10), davon 53,5 % Frauen und 46,5 % Männer. Die Alters- und Ge-
schlechtsverteilung der Probanden ist in Tabelle 7 und grafisch in Abbildung 11 darge-
stellt und stellt eine repräsentative Stichprobe der LIFE-Adult-Studie dar (siehe Abbil-
dung 5 in 1.3). Da eine so feine Unterteilung der Altersgruppen keine Unterschiede für 
einen Großteil verschiedener Leukozytensubpopulationen in Voranalysen zeigte [46], 
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Gesamt männlich weiblich 
Altersgruppe 18-24 7 7 14 
25-29 6 11 17 
30-34 20 10 30 
35-39 14 21 35 
40-44 49 52 101 
45-49 43 56 99 
50-54 46 48 94 
55-59 39 45 84 
60-64 42 59 101 
65-69 53 70 123 
70-74 57 56 113 
75-79 28 30 58 
Gesamt 18-79 404 465 869 
 
Abbildung 11: Darstellung der Altersverteilung der Probanden geschlechtsspezifisch unterteilt 
(Markierung zur Darstellung der angestrebten Probandenanzahl). 
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3.3 Statistische Methoden 
Sämtliche Auswertungen der Gatingergebnisse wurden mit dem Programm Microsoft 
Excel 2010 mittels Erstellung von Tabellen der Einzelergebnisse durchgeführt. Diese 
konnten dann für weitere Berechnungen, wie der relativen und absoluten Zellzahl ver-
wendet werden (Formel siehe Abschnitt 3.2.4).  
Die statistische Auswertung sowie die Erstellung sämtlicher Diagramme erfolgten mit-
tels der Programme Microsoft Excel 2010 und IBM SPSS Statistics 21. 
Um die Verwendung adäquater statistischer Auswertungsverfahren zu gewährleisten, 
wurden die Daten als erstes auf Normalverteilung geprüft. Schon mittels grafischer 
Überprüfung konnte festgestellt werden, dass die Zellzahlen keiner Zellpopulation einer 
Normalverteilung genügen (beispielhaft dargestellt für die CD3+ CD16/56+ Zellpopula-
tion in Abbildung 12). Auch eine einfache Transformation mittels Logarithmierens der 
Daten erbrachte keine annähernd symmetrische Verteilung. Daher wurden nichtpara-
metrische (verteilungsfreie) Tests angewandt. Für diese sind Ausreißer nicht relevant, 
da eine Ranganalyse erfolgt. Daher brauchten diese in der Auswertung nicht ausge-
schlossen zu werden.  
 
 
Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung der grafischen Überprüfung auf Normalverteilung der 
Zellhäufigkeiten mittels Histogramm und Q-Q-Diagramm für die CD3+ CD16/56+ Zellpopulati-
on. 
Für die Prüfung des Zusammenhangs zwischen Geschlecht und Zellzahlen wurde der 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test für unabhängige Stichproben verwendet [47, S. 48].  
Die Merkmalsanalyse der stetigen Variablen Alter, WHR, HDL und LDL jeweils in 
Zusammenhang mit der Zellzahl der Subpopulationen wurde mittels Korrelation nach 
Pearson durchgeführt [47, S. 63–66]. Da eine t-Testung des Korrelationskoeffizienten 
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zur Unterschiedlichkeit von Null zur Signifikanzprüfung aufgrund nicht normalverteil-
ter Daten nicht empfehlenswert ist, wurden stattdessen 95 % Konfidenzintervalle des 
Korrelationskoeffizienten betrachtet, welche mittels Bootstrapping bestimmt wurden. 
Mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % liegt der wahre Korrelationskoeffizient 
innerhalb des errechneten Intervalls. Eine signifikante, lineare Korrelation (Signifikanz-
niveau 0,05) zwischen zwei untersuchten Parametern liegt dann vor, wenn die Null im 
95 % Konfidenzintervall ausgeschlossen werden kann. Der Wert des Korrelationskoef-
fizienten gibt dabei die Stärke des Zusammenhangs an, wobei ein Wert von -1 einen 
vollständigen negativen und ein Wert von +1 einen vollständigen positiven linearen 
Zusammenhang beschreibt. 
Für die Merkmale Rauchstatus, Alkoholaufnahme und arterielle Hypertonie, welche 
anamnestisch bzw. durch klinische Untersuchung erhoben wurden, wurden jeweils drei 
Merkmalsausprägungen (Untergruppen) angenommen. Um die Anzahl der Tests so ge-
ring wie möglich zu halten und damit auch die Anzahl zufällig gefundener Zusammen-
hänge, wurde als Globaltest der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Mit diesem konnte die 
Nullhypothese, dass kein Unterschied zwischen den einzelnen Untergruppen besteht, 
geprüft werden. Sollte die Nullhypothese aufgrund des Testergebnisses abgelehnt wer-
den, wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests als Post-hoc-Test die einzel-
nen Gruppen verglichen (jeweils maximal 3 Vergleiche). 
Allgemein wurden somit bei jeder Zellpopulation sieben globale statistische Tests 
durchgeführt: Test auf Geschlechtsabhängigkeit (Test 1), sowie jeweils getrennt für 
Männer und Frauen: Tests auf Zusammenhang zwischen Zellpopulation und Rauchsta-
tus (Test 2 und 3), täglichem Alkoholkonsum (Test 4 und 5) sowie Hypertonie (Test 6 
und 7). Da bei erhöhter Anzahl an Tests die Wahrscheinlichkeit von zufällig signifikan-
ten Ergebnissen steigt, wurde das Signifikanzniveau 𝛼 von 0,05 mittels konservativem 








= 0,0071  
Daraus ergibt sich ein korrigierter 𝛼-Wert von 0,0071. Es ist zu beachten, dass diese 
Korrektur den Fehler erster Art von 0,05 innerhalb einer Zellpopulation, aber nicht glo-
bal über alle Subpopulationen/Ratios, kontrolliert. Hierfür würde die Gesamtanzahl an 
Tests 42 betragen (sieben Tests pro Population für insgesamt sechs Populationen), was 
𝛼 ≈ 0,001 ergeben würde. Ebenfalls wurde keine Anpassung des Signifikanzniveaus 
für die Konfidenzintervalle der Korrelationskoeffizienten durchgeführt. 
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Die reine Beschreibung der vier bisher nicht bekannten Zellpopulationen sowie die Stra-
tegie zur Erfassung dieser, welche bereits im Abschnitt 3.2.4 im Methodenteil beschrie-
ben wurde, sollte bereits als Ergebnis betrachtet werden. Zur inhaltlichen Folgerichtig-
keit bzw. zum besseren Verständnis der Arbeit wurde sich jedoch für eine andere Glie-
derung entschieden. Im Ergebnisteil erfolgt die statistische Analyse der jeweiligen Zell-
arten. Hierbei werden in explorativer Weise die Zusammenhänge zwischen den Zellzah-
len und den Merkmalen Geschlecht, Alter, WHR, HDL, LDL, Rauchstatus, Alkohol-
aufnahme sowie Hypertonus untersucht. Signifikante Ergebnisse werden in der jeweili-
gen Tabelle grau unterlegt. 
4.1 Geschlechtsabhängigkeit 
Zur statistischen Analyse eines Geschlechtsunterschiedes bezüglich der Zellzahlen 
konnten je nach Zellpopulation 866 bis 869 Datensätze herangezogen werden. In Tabel-
le 8 sind die Ergebnisse der Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests zur Testung der Nullhypo-
these, es besteht kein Unterschied bezüglich der Zellzahl zwischen Männern und Frauen 
sowie der Median als Lagemaß und die Spannweite als Streumaß der jeweiligen Zellpo-
pulation dargestellt. Ein Unterschied bezüglich der Zellzahl zwischen Männern und 
Frauen konnte bei den Monozyten-ähnlichen Zellen festgestellt werden, wobei Männer 
eine signifikant höhere absolute Zellzahl aufweisen (siehe Abbildung 13). Eine grafi-
sche Darstellung der weiteren Zellzahlen ist in jeweiligen Boxplots in den Anlagen zu 
finden (Abbildung 25 – Abbildung 27). 
Obwohl eine signifikante Geschlechtsabhängigkeit in nur einer Zellpopulation nach-
weisbar ist, werden alle weiteren Merkmale für Männer und Frauen getrennt untersucht. 
Dies hat den Grund, dass einige der Merkmale selbst geschlechtsabhängig sind (WHR, 
Rauchstatus, Alkoholaufnahme). Zur besseren Übersichtlichkeit werden daher alle 
Merkmale einheitlich geschlechtergetrennt statistisch ausgewertet.  
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Tabelle 8: Darstellung der geschlechtergetrennten Lagemaße der Zellzahlen sowie Ergebnisse 
im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. (?̃?) Median, (𝑅) Spannweite (𝑝) Asymptotische Signifikanz 
(2-seitig) (n) Grundgesamtheit für das jeweilige Geschlecht (∗) = 109 l−1. 
 männlich weiblich  
Zellpopulation n ?̃? ;  𝑅 n ?̃? ;  𝑅 𝑝 
LL1 404 (0,1668 ;  0,6786) ∗ 465 (0,1672 ;  0,9011) ∗ 0,952 
LL2 404 (0,0734 ;  0,458) ∗ 465 (0,0687 ;  0,2992) ∗ 0,048 
(Neutrophile/LL2) 404 44,98 ;  3376,68 465 46,3 ; 899,87 0,449 
LL3 403 (0,049 ;  0,5217) ∗ 465 (0,058 ;  0,544) ∗ 0,389 
(Neutrophile/LL3) 403 69,62 ;  1029,15 465 59,48 ; 924,53 0,084 
ML 403 (0,0336 ;  0,1608) ∗ 463 (0,0264 ;  0,2022) ∗ < 0,0005 
  
Abbildung 13: Boxplot der Monozyten-ähnlichen Zellen (absolute Zellzahlen) getrennt nach 
Geschlecht mit Angabe der Mediane als Lagemaß. n (männlich) = 403; n (weiblich) = 463. 
4.2 Altersabhängigkeit 
Wie das Geschlecht konnte auch von allen teilnehmenden Probanden das Alter erfasst 
werden. Daher konnten in der Auswertung des Merkmals Alter je nach Zellpopulation 
866 bis 869 Datensätze herangezogen werden.  
𝑝 < 0,0005 
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Um den Zusammenhang der stetigen Parameter Alter und Zellzahl zu untersuchen, wur-
den die Korrelationskoeffizienten nach Pearson bestimmt. Diese, sowie deren 
95 % Konfidenzintervalle, sind in Tabelle 9 dargestellt. Signifikant von null verschie-
dene Korrelationskoeffizienten konnten für die Lymphozyten-ähnlichen Zellen 1 (LL1; 
CD3+ CD16/56+) und LL2 (CD8+ CD4-) sowie für das Neutrophile/LL2 Verhältnis, 
jeweils bei Frauen, gefunden werden. Damit kann ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen Zellzahl und Alter bezüglich der zwei genannten Zellpopulationen bei Frauen 
angenommen werden. In beiden Fällen besteht eine negative Korrelation, sodass mit 
steigendem Lebensalter die Zellzahl abnimmt (siehe Abbildung 14, Abbildung 15). 
Trotz des signifikanten Zusammenhangs ist für beide Subpopulationen eine deutliche 
heterogene Verteilung der Zellzahlen über das Alter zu sehen. Es lässt sich anhand der 
Punktwolken kein Trend ausmachen, was sich in den Werten der Korrelationskoeffi-
zienten und damit in der Stärke des berechneten Zusammenhangs widerspiegelt. Auf-
grund der fehlenden Signifikanz der Korrelationskoeffizienten der weiteren Subpopula-
tionen und des äußerst geringen Zusammenhangs (Betrag des Korrelationskoeffizienten 
< 0,2) der signifikanten Korrelationen, werden in der weiteren Merkmalsanalyse keine 
Altersunterteilungen vorgenommen.  
Tabelle 9: Auflistung der Korrelationskoeffizienten mit 95 % Konfidenzintervall bezüglich des 
Zusammenhangs zwischen Zellzahl und Alter (signifikante Korrelationskoeffizienten grau un-
terlegt). (n) Grundgesamtheit für das jeweilige Geschlecht. 

















LL1 404 -0,053 [-0,145; 0,041] 465 -0,116 [-0,202; -0,020] 
LL2 404 -0,033 [-0,131; 0,065] 465 -0,196 [-0,290; -0,101] 
N/LL2 404 0,055 [-0,003; 0,122] 465 0,164 [0,075; 0,241] 
LL3 403 0,009 [-0,084; 0,101] 465 -0,027 [-0,109; 0,061] 
N/LL3 403 -0,008 [-0,104; 0,085] 465 0,074 [-0,029; 0,168] 
ML 403 0,016 [-0,075; 0,124] 463 -0,047 [-0,128; 0,038] 
* Bootstrap-Ergebnisse mit Hilfe von 1000 Bootstrap Stichproben 
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Abbildung 14: Darstellung der Zellzahl der LL1 (CD3+ CD16/56+) in Abhängigkeit vom Alter 
mit hinzugefügter linearer Regressionsgeraden unterteilt nach Geschlecht. 
  
Abbildung 15: Darstellung der Zellzahl der LL2 (CD8+ CD4-) in Abhängigkeit vom Alter mit 
hinzugefügter linearer Regressionsgeraden unterteilt nach Geschlecht. 
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4.3 Abhängigkeit von der Waist-to-Hip Ratio (WHR) 
Bezüglich der WHR gab es von 869 Probanden 816 gültige Werte, wodurch 93,9 % der 
ausgewerteten Datensätze diesbezüglich untersucht werden konnten. Die Geschlechts-
abhängigkeit der WHR ist in Abbildung 16 deutlich zu sehen. Der Mittelwert und die 
Standardabweichung der WHR beträgt für Männer 0,98 ± 0,073 und für Frauen 0,86 ± 
0,066. Ein t-Test für unabhängige Stichproben, welcher aufgrund einer hinreichenden 
Normalverteilung der Daten durchgeführt werden konnte (siehe Abbildung 28 im An-
hang), ergibt einen 𝑝-Wert < 0,0001 und damit einen hochsignifikanten Zusammenhang 
zwischen WHR und Geschlecht. 
 
Abbildung 16: Darstellung der WHR getrennt nach Geschlecht von 816 Probanden (männlich: 
382, weiblich: 434) mit Angabe der Mediane als Lagemaß. 
In Tabelle 10 sind die Korrelationskoeffizienten sowie deren 95 % Konfidenzintervalle 
für den Zusammenhang zwischen Zellzahlen und WHR geschlechtergetrennt darge-
stellt. Einen signifikanten Zusammenhang gibt es zwischen den Lymphozyten-
ähnlichen Zellen 2 (LL2; CD8+ CD4-) und der WHR beim weiblichen Geschlecht. 
Hierbei nimmt die Zellzahl mit zunehmender WHR ab (siehe Abbildung 17), wobei die 
Stärke des Zusammenhangs sehr gering ist, wie man an der heterogenen Verteilung der 
Zellzahlen der LL2 über die WHR sieht. In Abbildung 17 ist außerdem die deutliche 
Geschlechtsabhängigkeit der WHR zu sehen. Bei Männern scheint es laut Korrelations-
koeffizient einen geringen Trend zur Zunahme der Zellzahl bei zunehmender WHR bei 
𝑝 < 0,0001 
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allen untersuchten Zellpopulationen zu geben, wobei kein signifikantes Ergebnis fest-
stellbar ist. 
Tabelle 10: Auflistung der Korrelationskoeffizienten mit 95 % Konfidenzintervall bezüglich 
des Zusammenhangs zwischen Zellzahl und WHR (signifikante Korrelationskoeffizienten grau 
unterlegt); (n) Grundgesamtheit für das jeweilige Geschlecht. 

















LL1 382 0,052 [-0,051; 0,155] 434 -0,046 [-0,132; 0,046] 
LL2 382 0,015 [-0,095; 0,120] 434 -0,129 [-0,220; -0,038] 
N/LL2 382 0,089 [-0,019; 0,186] 434 0,172 [-0,098; 0,244] 
LL3 381 0,042 [-0,066; 0,148] 434 -0,005 [-0,090; 0,080] 
N/LL3 381 0,041 [-0,069; 0,149] 434 0,067 [-0,024; 0,158] 
ML 381 0,067 [-0,038; 0,169] 432 -0,020 [-0,116; 0,077] 
* Bootstrap-Ergebnisse mit Hilfe von 1000 Bootstrap Stichproben 
  
Abbildung 17: Darstellung der Zellzahl der LL2 (CD8+ CD4-) in Abhängigkeit von der WHR 
mit hinzugefügter linearer Regressionsgeraden unterteilt nach Geschlecht. 
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4.4 Abhängigkeit vom Cholesterinspiegel 
Bezüglich des Cholesterinspiegels wurden die laborchemischen Parameter HDL und 
LDL von 820 der 869 durchflusszytometrisch verwertbaren Blutproben bestimmt. Da-
mit ist eine Auswertung von 94,4 % der zur Verfügung stehenden Daten möglich. Ein 
Geschlechtsunterschied ist bei diesen Merkmalen nicht zu erwarten. Dennoch werden 
die Auswertungen geschlechtergetrennt vorgenommen (siehe Abschnitt 4.1). 
4.4.1 HDL 
Die HDL-Werte der 820 Probanden sind annähernd normalverteilt. Der Mittelwert und 
die Standardabweichung in dieser Kohorte beträgt für Männer 1,63 ± 0,48 mmol/l und 
für Frauen 1,65 ± 0,51 mmol/l. Eine grafische Darstellung ist in den Anlagen 
(Abbildung 29, Abbildung 30) zu finden.  
In Tabelle 11 sind die Korrelationskoeffizienten und deren 95 % Konfidenzintervalle 
für den Zusammenhang zwischen HDL und Zellzahl der untersuchten Zellpopulationen 
aufgelistet. Eine signifikante Abhängigkeit konnte nicht gefunden werden. 
Tabelle 11: Auflistung der Korrelationskoeffizienten mit 95 % Konfidenzintervall bezüglich 
des Zusammenhangs zwischen Zellzahl und HDL. (n) Grundgesamtheit für das jeweilige Ge-
schlecht. 

















LL1 381 0,065 [-0,025; 0,172] 439 -0,023 [-0,110; 0,074] 
LL2 381 0,084 [-0,020; 0,194] 439 0,004 [-0,086; 0,098] 
N/LL2 381 -0,047 [-0,115; 0,027] 439 -0,003 [-0,073; 0,101] 
LL3 380 0,101 [-0,011; 0,211] 439 -0,016 [-0,112; 0,088] 
N/LL3 380 -0,090 [-0,180; 0,130] 439 0,066 [-0,025; 0,161] 
ML 380 0,021 [-0,071; 0,124] 437 -0,023 [-0,132; 0,099] 
* Bootstrap-Ergebnisse mit Hilfe von 1000 Bootstrap Stichproben 
4.4.2 LDL 
Bezüglich des LDL-Wertes konnte von einer annähernden Normalverteilung unter den 
820 untersuchten Probanden ausgegangen werden. Eine grafische Darstellung der Lage- 
und Streumaße dieses Wertes ist in den Anlagen (Abbildung 31, Abbildung 32) zu fin-
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den. Der Mittelwert und die Standardabweichung betragen in der untersuchten Kohorte 
für Männer 3,48 ± 0,95 mmol/l und für Frauen 3,49 ± 0,99 mmol/l. 
Für die Zellzahl der untersuchten Zellarten konnte bezüglich der Abhängigkeit vom 
LDL kein signifikanter Nachweis erbracht werden (siehe 95 % Konfidenzintervalle in 
Tabelle 12). Außerdem sind die Beträge der Korrelationskoeffizienten für alle Zellarten 
und beide Geschlechter deutlich kleiner als 0,1. 
Tabelle 12: Auflistung der Korrelationskoeffizienten mit 95 % Konfidenzintervall bezüglich 
des Zusammenhangs zwischen Zellzahl und LDL. (n) Grundgesamtheit für das jeweilige Ge-
schlecht. 

















LL1 381 -0,001 [-0,090; 0,088] 439 0,006 [-0,097; 0,104] 
LL2 381 -0,005 [-0,097; 0,089] 439 0,042 [-0,065; 0,151] 
N/LL2 381 -0,050 [-0,100; 0,053] 439 -0,016 [-0,102; 0,064] 
LL3 380 -0,001 [-0,081; 0,100] 439 -0,030 [-0,124; 0,063] 
N/LL3 380 0,038 [-0,049; 0,129] 439 0,018 [-0,067; 0,107] 
ML 380 -0,049 [-0,128; 0,038] 437 0,044 [-0,061; 0,155] 
* Bootstrap-Ergebnisse mit Hilfe von 1000 Bootstrap Stichproben 
4.5 Abhängigkeit vom Lebensstil 
4.5.1 Rauchstatus 
Der Rauchstatus wurde von 786 der 869 Probanden, also insgesamt von 90,4 % angege-
ben. Hiervon sind 53,7 % weiblichen und 46,3 % männlichen Geschlechts. Dies ent-
spricht etwa der Geschlechtsverteilung aller Probanden, welche zytometrisch erfasst 
wurden. Die Anzahl der Probanden in den drei Gruppen Nichtraucher, ehemalige und 
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Tabelle 13: Anzahl der Probanden bezüglich des Rauchstatus getrennt nach Geschlecht. 
Rauchstatus männlich weiblich Gesamt 
Nichtraucher 158 266 424 
Ehemalige Raucher 125 87 212 
Gegenwärtige Raucher 81 69 150 
Gesamt 364 422 786 
 
Zur besseren Aussagekraft der Repräsentativität des erhobenen Rauchstatus für die 
deutsche Bevölkerung wurde mit Hilfe der Daten bezüglich des Rauchstatus der Mikro-
zensus des Statistischen Bundesamtes von 2013 herangezogen [49] und eine exemplari-
sche Gegenüberstellung der grafischen Darstellungen vorgenommen (Abbildung 18). 
 
Abbildung 18: Darstellung des Rauchstatus getrennt nach Geschlecht für (A) 786 Probanden 
der LIFE-Studie und (B) 55.693 Datensätze aus dem Mikrozensus 2013 des Statistischen Bun-
desamtes [49]. 
Mit Hilfe des Globaltests nach Kruskal-Wallis wurde nach einem Zusammenhang zwi-
schen dem Rauchstatus der Probanden und deren Zellzahl für jede einzelne Zellpopula-
tion gesucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zu finden. Die Nullhypothese, die Ver-
teilung der Zellen sei über allen Kategorien des Rauchstatus gleich, konnte für die LL2 
(CD8+ CD4-) bei Männern auf dem festgelegten Signifikanzniveau von 0,0071 (siehe 
Abschnitt 3.3) abgelehnt werden. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit einer genaueren 
Betrachtung, zwischen welchen Gruppen ein Unterschied bezüglich der Zellzahl be-
steht. Die Ergebnisse der Post-hoc Testung mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests sind 
in Tabelle 15 dargestellt. Dabei wurden die drei anfänglich festgelegten Gruppen ein-
zeln miteinander sowie der aktuelle Rauchstatus (Nichtraucher und ehemalige Raucher 
A B 
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in der Gruppe der gegenwärtigen Nichtraucher gegenüber den gegenwärtigen Rauchern) 
getestet. Hierbei kann ein signifikanter Unterschied bezüglich der Zellzahlen der LL2 
bei Männern zwischen den ehemaligen Rauchern und den gegenwärtigen Rauchern 
bzw. zwischen den gegenwärtigen Rauchern und den gegenwärtigen Nichtrauchern 
festgestellt werden. In Abbildung 19 ist mit Hilfe von Boxplots die Verteilung der Zell-
zahlen in den jeweiligen Kategorien des Rauchstatus dargestellt. Hierbei lässt sich eine 
höhere Anzahl an CD8+ CD4- Zellen bei gegenwärtigen Rauchern feststellen (?̃?gegenwärtige 
Nichtraucher = 0,069 ∙ 
109
l




Tabelle 14: Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests auf Unterschiedlichkeit der Zellzahlen in den 
Untergruppen des Rauchstatus für Männer und Frauen getrennt. (NR) Nichtraucher (ER) Ehe-
malige Raucher (GR) Gegenwärtige Raucher. 






NR ER GR NR ER GR 
LL1 158 125 81 0,014 266 87 69 0,521 
LL2 158 125 81 0,007 266 87 69 0,405 
N/LL2 158 125 81 0,342 266 87 69 0,714 
LL3 157 125 81 0,083 266 87 69 0,765 
N/LL3 157 127 81 0,531 266 87 69 0,661 
ML 157 125 81 0,099 265 87 68 0,208 
Tabelle 15: Ergebnisse der Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests bezüglich eines Zusammenhangs 
zwischen der Anzahl der LL2 und dem Rauchstatus von männlichen Probanden. (NR) Nichtrau-
cher (ER) Ehemalige Raucher (GR) Gegenwärtige Raucher. 
Getestete Gruppen 𝒑 
Nichtraucher : Ehemaliger Raucher 0,230 
Nichtraucher : Gegenwärtiger Raucher 0,023 
Ehemaliger Raucher : Gegenwärtiger Raucher 0,002 
Gegenwärtiger Nichtraucher (NR + ER) : Gegenwärtiger Raucher 0,003 
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Abbildung 19: Boxplots zur Darstellung der Verteilung der Zellzahlen der LL2 bei Männern in 
Abhängigkeit vom Rauchstatus mit Angabe der Mediane als Lagemaß. 
4.5.2 Alkoholaufnahme 
Bezüglich der Alkoholaufnahme gaben 82,6 % (718 der 869 Probanden) ihren täglichen 
Konsum an. Die Geschlechterverteilung blieb annähernd gleich der Ausgangskohorte 
mit einem Anteil von 54,7 % Frauen und 45,3 % Männern. Die Verteilung der Proban-
den in die drei festgelegten Gruppen ist in Tabelle 16 aufgelistet. In Abbildung 20 ist 
dies, sowie die Alkoholaufnahme in Gramm pro Tag, nach anamnestischen Angaben 
grafisch dargestellt. Hierbei wird auch der Unterschied zwischen den Geschlechtern 
deutlich. Der Median für die Alkoholaufnahme beträgt für Frauen 2 g/d und für Männer 
15 g/d. Bei den getesteten Zellarten konnte weder bei Männern, noch bei Frauen ein 
signifikanter Unterschied der Zellzahlen in Abhängigkeit vom Alkoholkonsum festge-
stellt werden (siehe Tabelle 17). 
Tabelle 16: Anzahl der Probanden bezüglich der Alkoholaufnahme pro Tag in drei Gruppen 
unterteilt getrennt nach Geschlecht. 
Alkoholaufnahme männlich weiblich Gesamt 
Risikoarmer Konsum 233 365 598 
Riskanter Konsum 66 21 87 
Gefährlicher bzw. hochgefährlicher Konsum 26 7 33 
Gesamt 325 393 718 
𝑝 = 0,003 
𝑝 = 0,230 𝑝 = 0,002 
𝑝 = 0,023 
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Abbildung 20: Darstellung der Anzahl der Probanden in den drei Gruppen bezüglich der Alko-
holaufnahme geschlechtergetrennt sowie Darstellung der Alkoholaufnahme in Gramm pro Tag 
mit Angabe des Median. 
Tabelle 17: Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests auf Unterschiedlichkeit der Zellzahlen in den 
Untergruppen des Alkoholkonsums geschlechtergetrennt. (AK) Risikoarmer Konsum (RK) 
Riskanter Konsum (GK) Gefährlicher bzw. hochgefährlicher Konsum. 






AK RK GK AK RK GK 
LL1 233 66 26 0,302 365 21 7 0,264 
LL2 233 66 26 0,158 365 21 7 0,814 
N/LL2 233 66 26 0,100 365 21 7 0,790 
LL3 232 66 26 0,681 365 21 7 0,103 
N/LL3 232 66 26 0,396 365 21 7 0,275 
ML 232 66 26 0,722 364 21 6 0,226 
4.6 Abhängigkeit von arterieller Hypertonie 
Die Merkmalsausprägung des Bluthochdrucks konnte von 74,2 % (645 von 869 Pro-
banden; 47,3 % Männer, 52,7 % Frauen) erhoben werden. Die Anzahl der Probanden in 
den jeweiligen Gruppen ist in Tabelle 18 zu sehen. In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der 
Kruskal-Wallis-Tests aufgelistet, wobei ein signifikanter Unterschied der CD8+ CD4- 
Zellzahl sowie des Neutrophilen/LL2 und Neutrophilen/LL3 Verhältnisses in den ein-
zelnen Gruppen dieses Merkmals bei Frauen feststellbar ist. 
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Tabelle 18: Anzahl der Probanden bezüglich des Bluthochdrucks in drei Gruppen unterteilt 
getrennt nach Geschlecht. 
Bluthochdruck männlich weiblich Gesamt 
Kein Bluthochdruck 166 215 381 
Bekannter Bluthochdruck 114 111 225 
Hypertoner Messwert ohne vorherige Bluthoch-
druckdiagnose 
25 14 39 
Gesamt 305 340 645 
Tabelle 19: Ergebnisse der Kruskal-Wallis-Tests auf Unterschiedlichkeit der Zellzahlen in den 
Kategorien des Hypertonus für Männer und Frauen getrennt. (KH) Kein Bluthochdruck (BH) 
Bekannter Bluthochdruck (HM) Hypertoner Messwert ohne vorherige Bluthochdruckdiagnose. 






KH BH HM KH BH HM 
LL1 166 114 25 0,996 215 111 14 0,108 
LL2 166 114 25 0,774 215 111 14 0,006 
N/LL2 166 114 25 0,031 215 111 14 < 0,001 
LL3 165 114 25 0,918 215 111 14 0,068 
N/LL3 165 114 25 0,761 215 111 14 0,003 
ML 165 114 25 0,044 213 111 14 0,370 
 
In der anschließenden Post-hoc Testung konnte ein signifikanter Unterschied bei den 
weiblichen Probanden ohne Bluthochdruck gegenüber den Probanden mit bekanntem 
Bluthochdruck für die LL2 (𝑝 = 0,004) sowie das Neutrophilen/LL2 (𝑝 < 0,0001) und 
Neutrophilen/LL3 Verhältnis (𝑝 = 0,001) bestätigt werden (siehe Tabelle 20). Die gra-
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Tabelle 20: Ergebnisse der Post-hoc Testung für weibliche Probanden mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests zwischen den jeweiligen Gruppen des Merkmals der Hypertonie auf 
Unterschiedlichkeit bezüglich der LL2-Zellzahl bzw. des Neutrophilen/LL2 und 
Neutrophilen/LL3 Verhältnisses. 
 𝒑 
Getestete Gruppen LL2 N/LL2 N/LL3 
Kein Bluthochdruck : Bekannter Bluthochdruck 0,004 < 0,0001 0,001 
Bekannter Bluthochdruck : Hypertoner Messwert ohne vorherige 
Bluthochdruckdiagnose 
0,501 0,888 0,159 
Kein Bluthochdruck : Hypertoner Messwert ohne vorherige Blut-
hochdruckdiagnose 
0,068 0,070 0,884 
 
Abbildung 21: Darstellung der jeweiligen Zellzahlen bzw. Verhältnisse in den Gruppen des 
Merkmals der Hypertonie für weibliche Probanden mit Angabe des Median mittels Boxplot. 
𝑝 = 0,068 
𝑝 = 0,884 
𝑝 = 0,004 𝑝 = 0,501 
𝑝 = 0,001 𝑝 = 0,159 
𝑝 = 0,070 
𝑝 < 0,0001 𝑝 = 0,888 
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5 Diskussion 
5.1 Bewertung der Methodik 
5.1.1 Probandenauswahl und Merkmalsanalyse 
Das Probandenkollektiv der für diese Arbeit verwendeten Daten entstammt der LIFE-
Adult Kohorte, was den Vorteil eines großen Stichprobenumfangs aufweist. Eine reprä-
sentative Verteilung der Probanden wurde anhand der randomisierten Zuweisung des 
Einwohnermeldeamtes von Leipzig sowie der alters- und geschlechtsstratifizierten Mes-
sungen erzielt. Eine große Anzahl an Probanden sowie eine Gleichverteilung zwischen 
den Geschlechtern konnte in den Altersgruppen der 40 bis 79-Jährigen erzielt werden, 
welche mit der LIFE-Studie erfasst werden sollten. Die Probanden im Alter von 18 bis 
39 Jahren sind dagegen unterrepräsentiert (siehe Tabelle 7, Abbildung 11 in 3.2.6), da 
diese nicht als Zielgruppe der LIFE-Studie definiert wurden, sondern im Nachhinein 
zusätzlich durch die Pilotstudie eingeschlossen wurden. Aufgrund dieses Ungleichge-
wichts zwischen den Altersgruppen sowie fehlender Korrelationen bei den männlichen 
Probanden wurde unter anderem auf eine altersabhängige Analyse des Zusammenhangs 
zwischen Zellzahlen und untersuchten Merkmalen verzichtet. Probanden mit schweren 
chronischen Erkrankungen wurden von der Studie ausgeschlossen (siehe Tabelle 6 in 
3.2.6). Hierbei sollte jedoch erwähnt werden, dass Probanden mit einem einmaligen 
episodischen Ereignis in der Anamnese (zum Beispiel Herzinfarkt oder Schlaganfall) 
nicht ausgeschlossen wurden und somit eine Ergebnisbeeinflussung möglich ist. Anam-
nestisch konnte bei 6,9 % (26 von 376) der männlichen sowie bei 3,3 % (14 von 423) 
der weiblichen Probanden ein ärztlich diagnostizierter Herzinfarkt oder Schlaganfall 
festgestellt werden, sodass die Fallzahl dieser möglichen Fehlerquelle als gering zu be-
werten ist. 
Die WHR wurde während der körperlichen Untersuchung der Probanden von medizini-
schem Personal nach internationalen Standards der WHO erfasst und sollte daher als 
untersucherunabhängiger Wert betrachtet werden. Die WHR wurde als Merkmal ge-
wählt, da diese eine stärkere Assoziation bezüglich des kardiovaskulären Risikos auf-
weist, als beispielsweise der BMI (engl. body mass index) [50]. Referenzwerte für die 
WHR sind für verschiedene ethnische Gruppen unterschiedlich [51]. Ein erhöhtes Risi-
ko für kardiovaskuläre Erkrankungen für Europäer besteht laut WHO bei Männern ab 
1,0 und bei Frauen ab 0,85. Für die in dieser Arbeit eingeschlossenen Probanden würde 
dies ein erhöhtes Risiko für 58 % der Frauen und 39 % der Männer bedeuten. Vergli-
chen mit anderen Kohortenstudien sind die Mittelwerte der WHR der Probanden mit 
0,98 für Männer und 0,86 für Frauen relativ hoch [52]. Dies erhärtet den Verdacht auf 
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ein bereits bestehendes erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen der einge-
schlossenen Probanden.  
Zur Beurteilung des Fettstoffwechsels wurden HDL und LDL gewählt, da diese bezüg-
lich der Risikostratifizierung für kardiovaskuläre Erkrankungen herangezogen werden. 
Ein Beispiel hierfür ist der von der Europäischen Gesellschaft für Kardiologie heraus-
gegebene ESC-SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluation), mit welchem das Risi-
ko für tödliche kardiovaskuläre Ereignisse auf Grund von Herzinfarkt, Schlaganfall oder 
peripherer Gefäßerkrankung über die nächsten zehn Jahre abgeschätzt werden kann. 
Hierzu werden das Geschlecht, Alter, Rauchstatus, Blutdruck und Gesamtcholesterin 
oder das Verhältnis von Gesamtcholesterin/HDL herangezogen [53]. Die Referenzbe-
reiche für die Cholesterinwerte sind geschlechtsunabhängig und werden von verschie-
denen Institutionen als Empfehlungen in Abhängigkeit von der Anzahl an Risikofakto-
ren beschrieben [54]. Laut Deutscher Gesellschaft zur Bekämpfung von Fettstoffwech-
selstörungen und ihren Folgeerkrankungen DGFF (Lipid-Liga) e.V. sowie nach den 
Leitlinien des National Cholesterol Education Program (NCEP) sollten HDL-Werte 
größer als 1,55 mmol/l und LDL Werte kleiner als 4,2 mmol/l sein. Bei erhöhter Anzahl 
an Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen ist der LDL Zielwert jedoch ab-
hängig von der Anzahl der Risikofaktoren niedriger anzusetzen [54; 55]. Die Proban-
den, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, liegen geschlechtsunabhängig mit ei-
nem HDL-Mittelwert von 1,6 mmol/l und einem LDL-Mittelwert von 3,5 mmol/l inner-
halb der Referenzbereiche und sind vergleichbar mit anderen Kohortenstudien in 
Deutschland [56; 57]. Bei den Frauen liegen bezüglich des LDLs 28 %, bzw. bezüglich 
des HDLs 44 % außerhalb der Referenzwerte. Bei den Männern beträgt der Anteil an 
LDL-Werten > 4,2 mmol/l 26 % und an HDL-Werten < 1,55 mmol/l 48 %. Auch dies 
bestätigt den relativ hohen Anteil an Probanden mit erhöhtem kardiovaskulärem Risiko. 
Die Merkmalsanalyse bezüglich des Lebensstils (Alkoholkonsum, Rauchstatus) der 
Probanden wurde anamnestisch erfragt, was kritisch betrachtet werden sollte. Aufgrund 
der gesellschaftlichen Stigmatisierung auffälligen Verhaltens diesbezüglich sollte eine 
fehlerhafte Angabe insbesondere der erhöhten Alkoholaufnahme in Betracht gezogen 
werden. Dies wird auch deutlich durch die vergleichsweise geringe mittlere Alkohol-
aufnahme am Tag der in dieser Arbeit herangezogenen Daten von 12,4 g. Laut Deut-
scher Hauptstelle für Suchtfragen e.V. betrug diese in Deutschland 2013 rund 21,3 
Gramm pro Einwohner [58]. 
Mit Hilfe der medizinischen Anamnese wurden von den Probanden die Merkmalsaus-
prägungen bekannter beziehungsweise kein Bluthochdruck erfragt. Durch die Blut-
druckmessung am Untersuchungstag konnte eine dritte Merkmalsausprägung erfasst 
werden, welche Probanden beinhaltet, bei welchen in der Messung ein Wert größer als 
140/90 mmHg ohne bekannten Hypertonus festgestellt wurde. Diese Gruppe wurde auf-
grund eines definierten Bluthochdrucks ab genanntem Wert differenziert [59]. Es sollte 
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jedoch bedacht werden, dass es sich hierbei um eine Einmalmessung handelt. In der 
besagten Untergruppe kann weiterhin eine vergleichsweise sehr geringe Probanden-
anzahl festgestellt werden (siehe Tabelle 18 in 4.6), was eine Beeinflussung des statisti-
schen Ergebnisses nach sich ziehen kann. 
5.1.2 Probenaufbereitung 
Die Blutprobenabnahme sowie Aufbereitung liefen nach einem festen Schema ab, um 
subjektive Fehlerquellen zu vermeiden. Zu diesem Schema gehörte unter anderem die 
Blutentnahme zwischen 6 und 12 Uhr, um tageszeitabhängige Effekte auf die Blutzu-
sammensetzung zu vermeiden. Außerdem wurden die Proben innerhalb von zwei bis 
vier Stunden aufbereitet und maximal 48 Stunden gelagert, um mögliche Schäden hier-
durch zu minimieren [46; 43]. Aufgrund des standardisierten Ablaufs wurden keine spe-
zifischen Tests zur Untersuchung möglicher Fehler während der manuellen Einzel-
schritte der Probenaufbereitung durchgeführt. Weiterhin ist aufgrund der hohen Fallzahl 
eine gewisse Kompensation möglicher probenspezifischer Effekte zu erwarten. 
Bezüglich der Zellisolation wurde sich für die Erythrozyten-Lyse-Methode entschieden, 
um eine optimale Konservierung der Morphologie der Leukozyten und damit zytometri-
sche Analyse dieser zu ermöglichen. Der erhöhte Arbeits- und Zeitaufwand wird durch 
die genauere Abgrenzung von Leukozyten gegenüber Erythrozytentrümmern und damit 
eine genauere Untersuchung kompensiert. Eine andere Methode, um mononukleäre Zel-
len des peripheren Blutes isolieren und analysieren zu können, ist die Dichtegradzentri-
fugation, welche als Nachteil den Verlust eventuell bedeutsamer Zellen aufweist [60] 
und daher hier nicht angewandt wurde. 
5.1.3 Blut als Lieferant für Biomarker bei kardiovaskulären Erkrankungen 
Ein Ziel dieser Arbeit ist die Festlegung potenzieller neuer Biomarker für kardiovasku-
läre Erkrankungen. Biomarker sind dabei charakteristische biologische Merkmale zum 
Beispiel für normale biologische Prozesse oder einen krankhaften Prozess, welche ob-
jektiv gemessen werden können [61]. Wichtige Merkmale für einen guten Biomarker 
sind hierbei auch die Reliabilität (Zuverlässigkeit) sowie die Validität (Gültigkeit) der 
Messmethodik. Es können unter anderem Gene, verschiedene Moleküle wie Enzyme 
oder Hormone, oder auch Zellen eingesetzt werden. Diese können als prognostische 
Marker als Risikoindikator oder beispielsweise als diagnostische Marker zur Feststel-
lung der Erkrankung dienen. Blut eignet sich besonders gut als Ausgangsmaterial für 
zukünftige Biomarker, da dieses leicht zugänglich ist und wenig Invasivität erfordert. 
Marker für kardiovaskuläre Erkrankungen sind auf Grund der Bedeutung dieser Erkran-
kungsgruppe in unserer Gesellschaft von besonderem Interesse. Da Leukozyten in der 
Entstehung der Arteriosklerose eine entscheidende Rolle spielen, wurde in dieser Arbeit 
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die Möglichkeit der Etablierung potentieller Subpopulationen als prognostische Marker 
gesucht. Durch Schädigung von Endothelzellen können die im Blut zirkulierenden 
Leukozyten sowie Lipoproteine in den subendothelialen Raum gelangen. Die Leu-
kozyten können hier durch verschiedene Cytokine wie TNF-α oder Interleukine wie 
IL-1 und IL-6 eine inflammatorische Reaktion auslösen. Bereits beschriebene Bio-
marker für die Arteriosklerose sind zum Beispiel das von Leukozyten gebildete Lp-
PLA2 (Lipoprotein-assoziierte Phospholipase A2), welches vor allem für die Plaquesta-
bilität und Stratifizierung des individuellen Risikos herangezogen wird [62; 63]. Ein 
anderes Beispiel ist die Myeloperoxidase (MPO), welches ein Enzym aus azurophilen 
Granula von neutrophilen Granulozyten darstellt. Dies ist ein Marker für das Ausmaß 
der Endothelschädigung [64; 65]. Diese Beispiele zeigen die bisherige Bedeutung der 
im Blut zirkulierenden Leukozyten für die Risikostratifizierung bei kardiovaskulären 
Erkrankungen. Mit der Beschreibung einer neuen Leukozytensubpopulation als prog-
nostischem Marker könnte dies weiter ausgebaut werden. 
5.1.4 Analyse mittels Durchflusszytometrie und manuellem Gating 
Für eine durchflusszytometrische Analyse mit fluoreszenzmarkierten Oberflächenprote-
inen ist die Suche nach geeigneten Antikörpern notwendig. Hierbei müssen vor allem 
die unterschiedlichen Eigenschaften, insbesondere das Bindungsverhalten beachtet wer-
den. In dieser Arbeit wurde sich für monoklonale Antikörper entschieden, welche ge-
genüber polyklonalen Antikörpern den Vorteil der höheren Spezifität aufweisen. Wer-
den Antigene gewählt, welche hoch exprimiert werden, führt dies zu einer Verstärkung 
der Fluoreszenzintensität. Dies spiegelt sich in der Verteilungskurve der Punktewolken 
im Dotplot wieder und ermöglicht eine leichtere Abgrenzung gegenüber negativen Zel-
len. Diese können aufgrund von Autofluoreszenz oder unspezifischen Bindungen auch 
eine geringe Fluoreszenzintensität aufweisen und die Ergebnisse so beeinflussen und 
verfälschen. In dieser Arbeit waren auch Antigene mit geringer Expressionsdichte von 
besonderem Interesse, was eine optimale Kombination der bindenden Antikörper mit 
geeigneten Farbstoffen erfordert. Optimale Antikörperkonzentrationen und Inkubations-
zeiten sowie die Kombination unterschiedlicher Antikörper mit einem Farbstoff wurden 
durch wiederholte Testung im Fluoreszenzverhalten gefunden [43]. 
Ein Nachteil des manuellen Gatings ist die individuelle Auswertung der Ergebnisse und 
damit die eingeschränkte Vergleichbarkeit von Ergebnissen unterschiedlicher Untersu-
cher. Um diese Fehlerquelle so gering wie möglich zu halten, wurden die individuellen 
Gatingfähigkeiten innerhalb der Arbeitsgruppe geschult sowie getestet. Die Möglichkeit 
einer automatischen Analyse hat in den letzten zehn Jahren enorme Fortschritte gemacht 
[66–68]. Durch diese Innovation ist eine objektive und vor allem schnellere Analyse der 
Zellen möglich [69]. Ein weiterer Vorteil besteht in der Detektion bisher unbekannter 
Zellpopulationen, was gerade für diese Arbeit interessant wäre. Mit Hilfe mathemati-
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scher Algorithmen können bestimmte Trends erfasst und ausgegeben werden [70], beim 
manuellen Gating wiederum kann nur durch gezieltes Suchen oder zufällig eine neue 
Population entdeckt werden. Die angewandte Gatingstrategie dieser Arbeit wird im Ab-
schnitt 5.2.1 diskutiert. 
5.1.5 Statistik 
Bei den statistischen Ergebnissen ist zu beachten, dass die Korrelationskoeffizienten der 
stetigen Merkmale Alter, WHR, HDL und LDL nur dann als signifikant zu betrachten 
sind, wenn die 95 % Konfidenzintervalle die Null nicht enthalten.  
Weiterhin sollte das Problem des mehrfachen Testens nicht außer Acht gelassen wer-
den. Die sogenannte Alphafehler-Kumulierung besagt, je mehr Hypothesen man auf 
dem gleichen Datensatz prüft, desto höher wird die Wahrscheinlichkeit, eine davon feh-
lerhaft als zutreffend anzunehmen [71, S. 2]. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit 
durch die Anpassung des Signifikanzniveaus von 0,05 auf 0,0071 mit Hilfe der Methode 
nach Bonferroni versucht zu beachten [48]. Es sollte jedoch bedacht werden, dass diese 
Korrektur lediglich für sieben Tests, und damit nur innerhalb der Testung einer Zellpo-
pulation, also nicht global für alle durchgeführten Tests gilt. Es ist daher davon auszu-
gehen, dass die Wahrscheinlichkeit, fälschlicherweise eine Hypothese anzunehmen, 
trotzdem mehr als 5 % beträgt. Weiterhin ist zu beachten, dass das Signifikanzniveau 
für die Konfidenzintervalle der Korrelationskoeffizienten nicht angepasst wurde.  
Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte die angewandte Methodik der univariaten 
Merkmalsanalyse bedacht werden. Eine vorhandene Koabhängigkeit verschiedener 
Merkmale wie zum Beispiel der WHR vom Alter und Geschlecht sollte bei weiterfüh-
renden Untersuchungen des Einflusses auf die Zellzahlen in multivariaten Analysen 
genauer differenziert werden. 
5.2 Bewertung der Ergebnisse 
5.2.1 Interpretation der Gatingresultate 
Es wurde eine Gatingstrategie zur Beschreibung und Analyse von Lymphozyten- und 
Monozyten-ähnlichen Zellen im Granulozytenscatter entwickelt (siehe Abbildung 6 und 
Abbildung 7 in 3.2.4). Die beschriebenen vier neuen Subpopulationen sollten nicht als 
eine reine Verunreinigung des Granulozytengates mit bisher bekannten Monozyten und 
Lymphozyten betrachtet werden, was durch die heterogene Verteilung der neuen Popu-
lationen im FS-H : CD45 Dotplot (siehe Abbildung 9) verdeutlicht wird. Diese Zellen 
wurden aus verschiedenen Gründen bisher nicht näher betrachtet. Typischerweise wird 
zur Analyse von Monozyten und Lymphozyten meist die Zellisolation mittels Saccharo-
se-Epichlorhydrin-Copolymeren (Markenname: Ficoll) durchgeführt, bei welcher die 
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PBMCs (mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, engl. peripheral blood mononu-
clear cell) als Ausgangsmaterial dienen. Hierbei gehen die stark granulierten Zellpopu-
lationen im Granulozytenscatter verloren und werden damit bei der weiteren Auswer-
tung außer Acht gelassen. Arbeiten mit Vollblut als Ausgangsmaterial, wie es in dieser 
Arbeit der Fall ist, sind in der Literatur seltener zu finden. Außerdem beginnt die Mo-
nozyten- bzw. Lymphozytenanalyse zunächst im SS-Hlow-mid CD45+ beziehungsweise 
im SS-Hlow CD45+ Gate. Die besagten Populationen liegen jedoch außerhalb, im SS-
Hmid-high CD45+ Bereich (siehe Abbildung 9).  
Die angewandte Gatingstrategie dieser Arbeit beruht auf der einleitenden Entfernung 
von Störsignalen, Luftblasen, Zelltrümmern, Doubletten sowie CD45- Zellen, um alle 
Leukozyten zu isolieren. Nach Bocsi et al. [43] wurden die neutrophilen und eosinophi-
len Leukozyten dann mittels SS-Hmid-high ermittelt. Aufgrund der fehlenden Literatur der 
in dieser Arbeit erstmals beschriebenen Zellen musste die Gatingstrategie ab diesem 
Punkt neu entwickelt werden. Die Grundlagen zum Gating der Lymphozyten-ähnlichen 
Zellen wurden aus einem erweiterten T-Zell-Gating gewonnen [43; 72]. Hierbei stellte 
sich vor allem eine heterogene Verteilung der Ereignisse bei Abtragung von CD8 gegen 
CD4 dar. Aufgrund der deutlich abzugrenzenden Populationen der CD4+ CD8- und 
CD8+ CD4- wurde sich auf diese beiden Hauptpopulationen konzentriert. Eine Betrach-
tung der weiteren Subpopulationen ist aufgrund der geringen Ereignisanzahlen sehr feh-
leranfällig [22]. Für die ML wurden zuerst die Neutrophilen nach Bocsi et al. [43] ana-
lysiert, später wurden sie durch Positivität für CD38 von den LL abgegrenzt (siehe Ab-
bildung 6 K und Abbildung 7 K in 3.2.4) [44]. Hier war eine Abgrenzung der Gates bei 
einigen Probanden problematisch. Exemplarisch ist in Abbildung 22 das Gatingergebnis 
eines Probanden mit einer kaum vorhandenen Population an ML dargestellt. Einzelne 
schlecht auswertbare Datensätze sollten in der Fehlerbetrachtung und damit in der In-
terpretation der Ergebnisse bedacht werden. 
 
Abbildung 22: Darstellung eines Gatingergebnisses für ML. Es ist eine deutlich verringerte 
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Zur genaueren Untersuchung und Einordnung der gefundenen Subpopulationen wurde 
exemplarisch eine Analyse verschiedener Aktivierungsmarker durchgeführt und diese 
mit dem Expressionsmuster auf Lymphozyten und Monozyten, welche nach herkömm-
licher Gatingstrategie analysiert wurden, verglichen (siehe Tabelle 21 und Abbildung 
23). Das Gating der Monozyten ist in Abbildung 6 D, das der einzelnen Lymphozyten-
subpopulationen in Abbildung 8 im Abschnitt 3.2.4 dargestellt. Die Darstellung der Ex-
pressionsmuster von Aktivierungsmarkern der LL in Tabelle 21 ist repräsentativ, die 
Untersuchung wurde für die Blutproben aller eingeschlossenen Probanden durchgeführt. 
Die Darstellung der Expressionsmuster von Aktivierungsmarkern der T-Zellen in Tabel-
le 21 ist exemplarisch und repräsentativ für 20 zufällig betrachtete Probanden durchge-
führt wurden. Eine zukünftige Ausweitung dieser Vergleichsanalyse ist zu empfehlen. 
Es wurde unter anderem das Oberflächenmolekül CD69 als sehr früher Aktivierungs-
marker gewählt, welcher nicht nur bei aktivierten T-Zellen [73], sondern auch auf wei-
teren Leukozyten innerhalb kürzester Zeit nach Stimulation exprimiert wird [74]. Ihm 
wird eine immunmodulatorische, proinflammatorische Funktion zugesprochen [73]. 
Auch CD25 gilt allgemein als eher früher Marker für die Aktivierung von T-
Lymphozyten [75]. Es repräsentiert die α-Einheit des Interleukin-2-Rezeptors und spielt 
damit eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion zum Beispiel zur Anregung der 
Proliferation. CD25 wird außerdem von CD4+ regulatorischen T-Zellen exprimiert [76], 
welche eine immunsupprimierende Wirkung zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz 
aufweisen. Eine Unterscheidung der CD25+ Populationen ist anhand von CD127 (α-
Einheit des Interleukin-7-Rezeptors) möglich, welches bei hochaktivierten T-
Lymphozyten stark exprimiert wird und bei regulatorischen T-Zellen weniger [77]. Au-
ßerdem wurde die Analyse von CD38 durchgeführt, welcher unter anderem einen Akti-
vierungsmarker für T-Zellen darstellt. Als Oberflächenprotein auf Monozyten wirkt 
CD38 als Korezeptor für die Aktivierung und Stimulation von T-Lymphozyten [44]. 
Klinisch konnte CD38 zum Beispiel als prognostisch relevanter Parameter auf CD8+ 
Zellen bei HIV-Infizierten identifiziert werden [78]. HLA-DR gilt als später Aktivie-
rungsmarker bei T-Lymphozyten und charakterisiert chronische und persistierende In-
fektionen sowie Autoimmunkrankheiten [75]. Er gehört zur Gruppe der MHC-Klasse II 
Moleküle, welche auf verschiedenen Antigen-präsentierenden Zellen, wie auch den 
Monozyten exprimiert werden. Bei diesen korreliert eine verminderte HLA-DR Expres-
sion mit einer Immundefizienz und kann damit als prognostischer Marker dienen [79].  
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Tabelle 21: Expressionsmuster ausgewählter Aktivierungsmarker auf den Populationen der 
Lymphozyten-ähnlichen Zellen (rot) sowie vergleichend auf den dazugehörigen T-Zellen im 
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Es ist in Tabelle 21 zu sehen, dass alle drei Lymphozyten-ähnlichen Populationen LL1, 
LL2 und LL3 im direkten Vergleich zu SS-Hlow T-Zellen eine deutlich höhere Fluores-
zenzintensität von CD69, CD25 und CD38 aufweisen. Der Vergleich der Fluoreszenz 
von HLA-DR zeigt wiederum bei allen eine ähnliche Intensität. Daraus lässt sich ver-
muten, dass die neu beschriebenen Lymphozyten-ähnlichen Zellen hochaktiviert sind. 
Sie weisen eine hohe Expression von frühen Aktivierungsmarkern sowie eine geringere 
Dichte von späten Aktivierungsmarkern wie HLA-DR auf ihrer Oberfläche auf. Die 
Aktivierung müsste daher wenige Tage vor der Messung stattgefunden haben. Durch die 
Stimulation der Zellen könnte es zu einer Zunahme der intrazellulären Bestandteile und 
Vesikel kommen, welche eine Größenzunahme der Zellen bedingt. Mit Hilfe dieser In-
terpretation kann erklärt werden, dass die beschriebenen Populationen LL1, LL2 und 
LL3 hochaktivierte Lymphozyten sind, welche aufgrund einer Größenzunahme im SS-H 
CD45 Dotplot nach oben wandern und eine deutlich höhere Intensität des Seitwärts-
streulichts zeigen als bisher für Lymphozyten beschrieben wurde. 
Außerdem ist in Tabelle 21 zu sehen, dass die LL1 zwei Peaks bezüglich der Expression 
von CD127 zeigen. Aufgrund der weiteren CD-Moleküle und der Literatur [77] lässt 
sich hinter den CD127high Zellen eine hochaktivierte T-Lymphozytenpopulation erwar-
ten. Die Population der CD127low Zellen könnte eine besondere Untergruppe der regula-
torischen T-Zellen, die CD3+ CD16/56+ NKT-Zellen (natürliche Killer T-Zellen) dar-
stellen [80]. Da die NKT-Zellen auch einen Zusammenhang zu kardiovaskulären Er-
krankungen aufweisen und in der Arteriosklerose eine Rolle spielen [81], sollten die 
hier beschriebenen Zellen nicht ignoriert werden. Durch ein SS-Hlow typisches Gating 
der Lymphozyten werden diese Zellen jedoch bisher nicht erfasst. Dies sollte zukünftig 
in Bezug auf die Diagnostik überarbeitet werden.  
In Abbildung 23 ist die Expression von CD69, CD38 und HLA-DR auf den Monozyten-
ähnlichen Zellen vergleichend zu Monozyten (SS-Hmid) dargestellt. Die Analyse der 
Aktivierungsmarker auf den Monozyten-ähnlichen Zellen wurde für alle Probanden 
durchgeführt, die der Monozyten exemplarisch. Es ist zu sehen, dass die zwei verschie-
denen Zellarten ein ähnliches Intensitätsmuster aufweisen, sich die ML also nicht von 
den Monozyten unterscheiden. Dies konnte für alle 20 exemplarischen Vergleiche ge-
funden werden. Es sollte erwähnt werden, dass die schwarz gekennzeichneten Monozy-
ten nicht weiter klassifiziert wurden. Möglicherweise könnte sich durch eine weitere 
Differenzierung der Monozyten in klassische, intermediäre und nichtklassische und ei-
nen erneuten Vergleich ein anderes Ergebnis zeigen. Am ehesten würde man hier eine 
den intermediären Monozyten ähnliche Charakterisierung erwarten, da beide bezüglich 
der Phänotypen CD14 und CD16 positiv gegatet werden. Durch die genannte Einteilung 
der Monozyten konnte eine hohe klinische Relevanz der intermediären Zellen vor allem 
zu kardiovaskulären Erkrankungen gefunden werden [82–84]. Analog sollte durch eine 
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Differenzierung der Monozyten-ähnlichen Zellen eine mögliche Relevanz angenommen 
werden. 
 
Abbildung 23: Expressionsmuster der Aktivierungsmarker CD69, CD38 und HLA-DR auf den 
Monozyten-ähnlichen Zellen (rot) sowie vergleichend auf den Monozyten (schwarz) (Gating 
siehe Abbildung 6 D). 
5.2.2 Überblick und Diskussion der statistischen Analyse 
Zur besseren Übersichtlichkeit der umfangreichen statistischen Analyse sind in Tabelle 
22 alle Ergebnisse zusammengefasst sowie die signifikanten Resultate grau hervorge-
hoben. Bezüglich der stetigen Variablen Alter, WHR, HDL und LDL sollte kurz wie-
derholend die Bedeutung der Signifikanz erklärt werden. Für die jeweiligen Korrelati-
onskoeffizienten wurde ein 95 % Konfidenzintervall betrachtet, dies bedeutet, der wahre 
Korrelationskoeffizient liegt mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % innerhalb des 
errechneten Intervalls. Eine signifikante, lineare Korrelation (Signifikanzniveau 0,05) 
zwischen zwei untersuchten Parametern liegt dann vor, wenn die Null im 95 % Kon-
fidenzintervall ausgeschlossen werden kann (grau unterlegte Werte). Der Wert des Kor-
relationskoeffizienten gibt dabei unabhängig von der Signifikanz die Stärke des Zu-
sammenhangs an, wobei ein Wert von -1 einen vollständigen negativen und ein Wert 
von +1 einen vollständigen positiven linearen Zusammenhang beschreibt. Berechnete 
Werte, welche einen Betrag des Korrelationskoeffizienten größer als 0,1 aufweisen, 
wurden gesondert gekennzeichnet. 
Da es in der Literatur noch keine Voruntersuchungen zu den hier analysierten Lympho-
zyten- und Monozyten-ähnlichen Zellen gibt, werden vergleichend Studiendaten von 
Lymphozyten und Monozyten herangezogen.  
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Tabelle 22: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse mit Angabe der berechneten 𝑝-
Werte. Signifikante Ergebnisse sind grau unterlegt. (m) männlich (w) weiblich (n.s.) nicht signi-
fikant (+) positive Korrelation (−) negative Korrelation (++) positive Korrelation, 






















































































































































































































































































































































Bezüglich des Geschlechts konnte bei den ML ein signifikanter Unterschied in der Zell-
zahl gefunden werden, wobei Frauen eine geringere Zellzahl zeigen. In Voruntersu-
chungen der Arbeitsgruppe [46] sowie in der Literatur [85] können Angaben zur Ge-
schlechtsabhängigkeit von Monozyten gefunden werden. Hierbei wurde jeweils eine 
geringere Anzahl an Monozyten bei Frauen beschrieben. In Anlehnung an das Expressi-
onsmuster der Aktivierungsmarker (siehe Abbildung 23) sowie die Geschlechtsabhän-
gigkeit scheinen sich die ML nicht nur bezüglich der CD-Proteine wie die Monozyten 
zu verhalten. Bei den anderen Subpopulationen konnte kein Unterschied der Zellzahlen 
in Abhängigkeit vom Geschlecht gefunden werden. In der Literatur gibt es vergleichend 
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unterschiedliche Angaben zu Lymphozyten. In Vorarbeiten von Melzer et al. [46] wur-
de eine signifikant höhere Zellzahl von T-Helferzellen bei Frauen beschrieben. Diese T-
Helferzellen sind CD3+ CD4+ CD8- und besitzen damit das gleiche Expressionsmuster 
wie die LL3 in dieser Arbeit. Der Unterschied besteht jedoch in einem früheren Gating-
schritt, in dem die T-Helferzellen im Lymphozytenscatter (SS-Hlow) untersucht werden. 
In der Literatur konnte in einigen europäischen Studien die Geschlechtsabhängigkeit der 
T-Helferzellen bestätigt werden [86]. Für die Untersuchung der LL3 in dieser Arbeit 
besteht jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern (siehe Tabel-
le 8 in 4.1). Eine Assoziation zwischen Geschlecht und Granulozytenzahl ist in der Lite-
ratur kaum zu finden. Neben Untersuchungen, in denen die Unabhängigkeit der Zellzahl 
vom Geschlecht [46] beschrieben wurde, konnte in anderen Studien eine etwas höhere 
Eosinophilenzahl bei Männern [87] festgestellt werden. Mögliche Ursachen der ver-
schiedenen Ergebnisse bezüglich der Geschlechtsabhängigkeit könnten die Unterschie-
de in der angewandten Methodik, der ethnischen Gruppen sowie der Anzahl an einge-
schlossenen Probanden der jeweiligen Studie darstellen. 
Weiterhin sollte auf den Einfluss des Alters auf Untersuchungen bezüglich der Ge-
schlechtsabhängigkeit geachtet werden. Für die ML konnte keine signifikante Korrelati-
on zwischen Alter und Zellzahl gefunden werden. Der Einfluss des Alters auf die ge-
samte Monozytenzahl wurde in Studien untersucht, wobei sich keine Abhängigkeit fest-
stellen ließ [46; 85]. Jedoch konnte eine Korrelation der einzelnen Subpopulationen 
festgestellt werden [85]. Eine ähnliche Differenzierung der ML und Untersuchung der 
Subpopulationen ist daher anzustreben. 
Unter den LL konnte bei zwei der drei Subpopulationen beim weiblichen Geschlecht 
eine negative Korrelation bezüglich des Alters festgestellt werden. In der Literatur ist 
analog ein Abfall der T-Lymphozyten sowie deren Subpopulationen mit zunehmendem 
Alter zu verzeichnen [46; 88]. Die stärkste Korrelation zeigt dabei LL2, welche mit den 
zytotoxischen T-Zellen (SS-Hlow CD3+ CD8+ CD4-) aus der Arbeit von Melzer et al. 
[46] verglichen werden können. Weiterhin konnte in Studien eine positive Alterskorre-
lation des Neutrophile/Lymphozyten Verhältnisses nachgewiesen werden [89], welches 
in dieser Arbeit für die LL2 ebenfalls gefunden wurde. Es wurde dennoch auf eine Auf-
teilung der Probanden in Altersgruppen für die weitere Analyse verzichtet. Gründe hier-
für sind unter anderem eine Ungleichverteilung der Probandenanzahl in den jeweiligen 
Altersgruppen (siehe Abbildung 11 in 3.2.6), eine schwache Alterskorrelation 
(|Korrelationskoeffizient| < 0,2) sowie die nicht durchgeführte Anpassung der Kon-
fidenzniveaus. Weiterhin sollte beachtet werden, dass die Daten, die für diese Arbeit 
herangezogen wurden, aus einer Querschnittsstudie stammen. Für die Bestätigung einer 
Alterskorrelation der Zellzahlen sollten die Daten in einer Längsschnittstudie erneut 
untersucht werden. 
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Bezüglich der WHR konnte für die LL2 eine signifikante negative Korrelation bei den 
weiblichen Probanden gefunden werden. Allgemein konnte mit ansteigender WHR der 
Trend einer abnehmenden Zellzahl der untersuchten Subpopulationen bei Frauen und 
einer zunehmenden Zellzahl bei Männern festgestellt werden. Bisherige Daten bezüg-
lich der direkten Korrelationsanalyse von WHR und Zellzahlen sind relativ rar, da es 
verschiedene Möglichkeiten gibt, den Körperfettanteil zu charakterisieren. Häufig wird 
in Studien anstatt des WHR [90] der BMI [91; 92] oder auch der Taillenumfang [93] für 
Abhängigkeitsuntersuchungen herangezogen. In der Literatur wird ein positiver Zu-
sammenhang zwischen Übergewicht und verschiedenen Zellzahlen wie WBC, Lym-
phoyzten [91; 93; 92], Neutrophilen [93; 92; 90] und Monozyten [92] beschrieben. 
Auch für verschiedene Subtypen der Lymphozyten, zum Beispiel CD4+ wurden stei-
gende Zellzahlen bei Übergewichtigen festgestellt [90; 92]. Eine negative Korrelation 
bezüglich des Zusammenhangs zwischen Neutrophile/Lymphozyten Verhältnis und 
BMI [91] konnte in dieser Arbeit bezüglich der WHR nicht bestätigt werden. Ein an-
scheinend abweichendes Verhalten von den Lymphozyten- und Monozyten-ähnlichen 
Zellen zu den bisher gängigen Leukozytensubpopulationen bezüglich der WHR-
Abhängigkeit sollte in weiteren Arbeiten genauer untersucht werden. Hierbei sollte ne-
ben der Geschlechtsabhängigkeit auch auf die Altersabhängigkeit der WHR geachtet 
werden, welche in Studien nachgewiesen wurde [94]. Bei der Betrachtung der Ergebnis-
se in dieser Arbeit sollte das univariate Analyseverfahren bedacht werden. Die These, 
bei den LL handele es sich um hochaktivierte Lymphozyten, kann jedoch mit diesen 
Ergebnissen gestützt werden, da die Aktivierung des Immunsystems durch Übergewicht 
eine chronische und nicht akute Entzündungsreaktion [95] bewirkt und damit vermut-
lich zu keiner Erhöhung der Zellzahl der in dieser Arbeit untersuchten Subpopulationen 
führt. 
In der Untersuchung zur Abhängigkeit der Zellzahlen von den Cholesterolwerten HDL 
und LDL konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden. In bisherigen Stu-
dien wurde ein geringerer HDL bei erhöhtem WBC beschrieben [96]. Hierbei ist jedoch 
die Kausalkette unklar. Besteht eine direkte gegenseitige Beeinflussung oder besteht 
eine Koabhängigkeit in Zusammenhang zum Übergewicht, da dieses für sich ein niedri-
ges HDL und einen erhöhten WBC bedingt? Aufgrund der möglichen Korrelation wur-
den zusätzliche Untersuchungen bezüglich des Zusammenhangs zwischen WHR und 
HDL bzw. WHR und LDL durchgeführt (siehe Tabelle 23 und Abbildung 33 im An-
hang). In der hier untersuchten Kohorte konnte jedoch keine signifikante Korrelation 
dieser Merkmale gefunden werden. Die Untersuchung eines Zusammenhangs kann in 
einer multivariaten Analyse wiederholt werden. Obwohl in Studien HDL und LDL kei-
ne signifikante Geschlechts- oder Altersabhängigkeit aufweist [97], sollte zukünftig eine 
getrennte Analyse für Geschlecht und verschiedene Altersgruppen durchgeführt werden, 
da eine mögliche Abhängigkeit der Zellzahlen zu diesen biometrischen Daten besteht 
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(siehe Subpopulation LL2). Dies erfordert unter anderem eine sehr hohe Fallzahl und 
Gleichverteilung der Datensätze in den jeweiligen Altersgruppen. 
Der Lebensstil ist einer der wichtigsten Faktoren, die zum kardiovaskulären Risikoprofil 
beisteuern. Er umfasst dabei vor allem die Ernährung, den Rauchstatus, den Alkohol-
konsum sowie körperliche Betätigung. Der Einfluss des Rauchens auf die Pathogenese 
und die Progression der Arteriosklerose ist bereits zahlreich untersucht und bestätigt 
worden [98–100]. Hierbei spielen vor allem die Endothelschädigung durch vermehrte 
Erythrozyten- und Thrombozytenaggregation mit Fibrinogenerhöhung und die verän-
derte Blutviskosität mit erhöhter Entzündungsreaktion eine Rolle. Der Zusammenhang 
des Rauchstatus mit Markern des Immunsystems wurde bereits in Vorarbeiten unter-
sucht. Hierbei konnte ein erhöhter WBC bei gegenwärtigen Rauchern gegenüber ehe-
maligen Rauchern [17; 101] sowie Nichtrauchern festgestellt werden [101; 102]. Auch 
bei Untersuchungen von Lymphozytensubpopulationen wurden erhöhte Zellzahlen an 
CD8+ T-Zellen bei gegenwärtigen Rauchern (Nikotinkonsum mindestens 10 Jahre) be-
schrieben [103]. Dies ist besonders für die Ergebnisse dieser Arbeit relevant, da eine 
signifikant höhere Zellzahl der LL2 (CD8+ CD4-) bei männlichen Rauchern gefunden 
wurde (siehe Tabelle 14, Abbildung 19 in 4.5.1). Es lässt sich daher vermuten, dass 
durch den Rauchkonsum eine akute Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen stattfindet, 
welche dann im Granulozytenscatter als vergrößerte und stark granulierte Zellen impo-
nieren (entspricht LL2). Auffällig ist, dass zwar ein signifikanter Unterschied zwischen 
ehemaligen Rauchern und gegenwärtigen Rauchern (𝑝 = 0,002) gefunden wurde, je-
doch nicht zwischen Nichtrauchern und gegenwärtigen Rauchern (𝑝 = 0,023). Bei der 
Beurteilung dieses Ergebnisses sollte ein 𝑝-Wert von 0,023 zumindest als Trend be-
trachtet und eine mögliche Fehlerbetrachtung hinzugezogen werden. Es besteht die 
Möglichkeit einer Unterschiedlichkeit bezüglich anderer, nicht erfasster Parameter in 
den jeweiligen Gruppen. Hierbei sollte in zukünftigen Studien gesondert auf eine Koab-
hängigkeit geachtet werden. Bezüglich des Rauchstatus haben 9,6 % der Probanden 
keine Angaben gemacht, wurden daher keiner Gruppe zugeordnet. Aufgrund des Feh-
lens der Angaben ist die Fallzahl bei der Untersuchung des Rauchstatus vermindert, was 
eine erhöhte Fehleranfälligkeit nach sich zieht. Weiterhin ist eine deutliche Ungleich-
verteilung innerhalb der Gruppen zu verzeichnen. Besonders bei den Frauen ist die Zahl 
der aktuellen Raucher im Vergleich zu den Nichtrauchern sehr gering (siehe Tabelle 13 
in 4.5.1). Eine erneute Untersuchung der Hypothese, es bestehe kein Zusammenhang 
zwischen der Zellzahl der LL2 und dem Rauchstatus ist daher zu empfehlen. 
Die Umkehrbarkeit des Nikotineffektes auf das Immunsystem, welche schon in mehre-
ren Studien beschrieben wurde [101; 103; 104], kann auch in dieser Arbeit für die LL2 
bestätigt werden, da kein signifikanter Unterschied zwischen den ehemaligen Rauchern 
und Nichtrauchern sowie ein signifikanter Unterschied zwischen gegenwärtigen Nicht-
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rauchern und gegenwärtigen Rauchern (𝑝 = 0,003; siehe Tabelle 15, Abbildung 19 in 
4.5.1) gefunden wurde. 
Der Einfluss des Alkoholkonsums ist komplex und trotz zahlreicher Studien, in denen 
ein Zusammenhang zwischen moderatem Alkoholkonsum und einem geringeren Risiko 
für kardiovaskuläre Erkrankungen gefunden wurde, umstritten. Ein besonders hoher 
Alkoholkonsum ist jedoch eher mit einem erhöhten Risiko für Arteriosklerose verbun-
den [105]. Das Interesse an einer möglichen Einflussnahme auf Zellzahlen und vor al-
lem inflammatorische Marker ist aufgrund deren Zusammenhangs zu kardiovaskulären 
Ereignissen hoch. In Studien konnte ein J- beziehungsweise U-förmiger Zusammenhang 
zwischen Alkoholaufnahme und WBC bzw. CRP gefunden werden [106; 107; 17]. Dies 
bedeutet, der geringste WBC- bzw. CRP-Wert liegt bei einem moderaten Alkoholkon-
sum. Bei geringerem bzw. höherem Konsum steigt der WBC- bzw. CRP-Wert an. Trägt 
man dies in ein Diagramm ein (WBC oder CRP zu Alkoholkonsum), so erhält man eine 
J- bzw. U-förmige Kurve. Der antiinflammatorische Einfluss des moderaten Alkohol-
konsums bestätigt den positiven Effekt in Bezug auf ein niedrigeres kardiovaskuläres 
Risiko. In Untersuchungen von Lymphozytensubpopulationen wurden mit erhöhtem 
Alkoholkonsum geringere Zellzahlen von CD8+ T-Zellen [108] sowie erhöhte Zellzah-
len an CD4+ [108] und CD3+ T-Zellen bei Frauen [109] gefunden. Ein signifikanter 
Unterschied in der Zellzahl der in dieser Arbeit untersuchten Subpopulationen in Ab-
hängigkeit vom Alkoholkonsum konnte nicht gefunden werden. Dies spricht für die 
Annahme, es handele sich bei den Subpopulationen um hochaktivierte Zellen, da lang-
bestehender hoher Alkoholkonsum eher zur chronischen Entzündungsreaktion mit er-
höhten Monozyten und dendritischen Zellen führt [110] und nicht akuter inflammatori-
scher Zellen. Hierbei sollte jedoch die rein anamnestische Datenerhebung bedacht wer-
den. 82,6 % der 869 eingeschlossenen Probanden machten Angaben bezüglich ihres 
Alkoholkonsums. Eine mögliche fehlerhaft geringere Angabe beziehungsweise eine 
bewusste Nichtangabe erhöhten Alkoholkonsums aufgrund von Stigmatisierung sollten 
als mögliche Fehlerquellen der Ergebnisse in Betracht gezogen werden. 
Bei der Untersuchung der Frage, ob die in dieser Arbeit untersuchten Subpopulationen 
als Biomarker für kardiovaskuläre Ereignisse herangezogen werden können, wurde das 
Vorhandensein eines arteriellen Hypertonus als wichtiges Merkmal des metabolisch-
vaskulären Syndroms [10] erfragt und dessen Zusammenhang zu den Zellzahlen unter-
sucht. Aufgrund der reduzierten Fallzahlen bezüglich dieses Merkmals wurde eine gro-
be Prüfung der Altersverteilung der 645 Probanden mit den insgesamt eingeschlossenen 
869 Probanden durchgeführt (siehe Abbildung 34 im Anhang). Dabei kann von einer 
repräsentativen Stichprobe bezüglich des Alters der Probanden ausgegangen werden. Es 
konnte eine signifikante Erhöhung der Zellzahl der LL2 bei den Probanden ohne Blut-
hochdruck gegenüber den bekannten Hypertonikern (𝑝 = 0,004) festgestellt werden. 
Weiterhin ergibt sich ein signifikant geringeres Neutrophile/LL2 Verhältnis bei Nicht-
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hypertonikern gegenüber den bekannten Hypertonikern (𝑝 < 0,0001). Gleiches konnte 
für das Neutrophile/LL3 Verhältnis gefunden werden (𝑝 = 0,001) (siehe Tabelle 20, 
Abbildung 21 in 4.6). In der Literatur konnte gegenteiliges für die Leukozytenzahl ge-
funden werden. In Studien wurde ein signifikant erhöhter systolischer beziehungsweise 
diastolischer Blutdruck bei erhöhtem WBC festgestellt [17; 96; 101]. Dieser Zusam-
menhang konnte auch bei erhöhten Neutrophilen und Lymphozyten gefunden werden 
[96]. Analog wurde in Vorarbeiten ein erhöhtes Neutrophile/Lymphozyten Verhältnis 
bei Hypertonikern [111] festgestellt. Die gegenteiligen Ergebnisse dieser Arbeit könnten 
hier wieder auf die verschiedenen Subpopulationen zurückgeführt werden. Zusammen-
fassend lässt sich vermuten, dass besonders die LL2 aufgrund der negativen Korrelation 
in der Zukunft als mögliche Biomarker für ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko einge-
setzt werden können.  
Hypertonie ist eine chronische kardiovaskuläre Erkrankung, die mit einer chronischen 
Aktivierung des Immunsystems einhergehen kann. Von einem aktivierenden Effekt auf 
akute Entzündungsmarker, worum es sich bei den in dieser Arbeit untersuchten Subpo-
pulationen am ehesten handelt, ist nicht auszugehen. Weiterhin sollte auch hier eine 
Fehlerbetrachtung stattfinden. Es besteht eine deutliche Ungleichverteilung über die 
einzelnen Gruppen des Merkmals arterielle Hypertonie (siehe Tabelle 18 in 4.6). Wei-
terhin könnten die Merkmalsausprägungen überdacht werden. Die Merkmalsausprägung 
„bekannte Hypertonie“ ist eine sehr heterogene Gruppe. Hier könnten medikamentös 
gut Eingestellte von Resistenten und nicht Anbehandelten unterschieden werden, da hier 
in Anbetracht von Vorarbeiten ein Einfluss auf die Zellzahl zu vermuten wäre [111]. 
Außerdem könnten mit Hilfe von Mehrfachmessungen Probanden der Gruppe „hyper-
toner Messwert ohne vorherige Blutdruckdiagnose“ je nach Messwerten einer der bei-
den anderen Gruppen zugeteilt werden. 
6 Ausblick 73 
6 Ausblick 
In dieser Arbeit wurde eine erste Beschreibung von Lymphozyten- und Monozyten-
ähnlichen Zellen im Granulozytenscatter vorgenommen sowie Korrelationen zu biomet-
rischen und lebensstilrelevanten Merkmalen untersucht. Wegen der möglichen Assozia-
tion zu kardiovaskulären Erkrankungen ist auf der Grundlage der entwickelten Ga-
tingstrategie (siehe Abbildung 6, Abbildung 7 in 3.2.4) eine weitere Untersuchung der 
Phänotypisierung sowie vor allem der biologischen Funktion und Aufgabe dieser Sub-
populationen zu erwarten. Hierbei kann unter anderem die Untersuchung und Auswer-
tung der exemplarisch dargestellten Analyse der Aktivierungsmarker (siehe Tabelle 21, 
Abbildung 23 in 5.2.1) fortgeführt werden. Mittels FACS (engl. Fluorescence-activated 
cell sorting) könnte man die einzelnen hier beschriebenen Subpopulationen mit Hilfe 
der angegebenen Phänotypen sortieren und im Folgenden stimulieren, um eine mögliche 
funktionelle Testung durchzuführen.  
Außerdem können mit Hilfe der Aktivierungsmarker oder anderer spezifischer Oberflä-
chenproteine nicht nur Marker zur Diagnostik, sondern auch mögliche therapeutische 
Angriffspunkte für assoziierte Erkrankungen gefunden werden, wie beispielsweise be-
reits monoklonale CD69-Antikörper zur Asthmabehandlung [112]. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit zukünftiger Untersuchungen sollte die Erstellung eines automatischen 
Gatings auf Grundlage der hier vorgestellten manuellen Gatingstrategie in Betracht ge-
zogen werden, da diese u.a. den Vorteil der objektiven Analyse bietet [68; 69]. 
Eine weitere Untersuchung der Funktion der Subpopulationen und deren Einfluss auf 
kardiovaskuläre Risikofaktoren und Erkrankungen sind vor allem aufgrund des gefun-
denen Zusammenhangs mit arteriellem Hypertonus (siehe Tabelle 20, Abbildung 21 in 
4.6) sinnvoll. Besonders auch wegen des gegenteiligen Verhaltens der untersuchten 
Subpopulationen zu bisherig untersuchten Leukozyten bezüglich des Zusammenhangs 
zwischen Zellzahl und arterieller Hypertonie ist die biologische Funktion für weitere 
Arbeiten von Interesse [17; 96; 101]. Hierbei sollte neben den in dieser Arbeit unter-
suchten Merkmalen auch die für das metabolisch-vaskuläre Syndrom wichtige Insulin-
resistenz analysiert werden [10]. In zukünftigen Studien kann für die Merkmalsanalyse 
die Methodik der multivariaten Analyse angewendet werden, um Koabhängigkeiten wie 
die Altersabhängigkeit der WHR [94] zu berücksichtigen. Bezüglich der WHR kann in 
diesem Zusammenhang auch dem gegenläufigen Effekt der Zellanzahl bei ansteigender 
WHR zwischen den einzelnen Geschlechtern nachgegangen werden.  
Neben der Untersuchung der Subpopulationen auf einen möglichen Zusammenhang zu 
kardiovaskulären Erkrankungen sollten weiterführende Analysen auch immunologische 
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und entzündliche Erkrankungen berücksichtigen, da die LL vermutlich hochaktivierte 
Lymphozyten sind (siehe Tabelle 21 in 5.2.1).  
Im Mittelpunkt weiterer Arbeiten könnten die LL2 stehen, da diese besonders viele sig-
nifikante Zusammenhänge zeigen (siehe Tabelle 22 in 5.2.2). Eine Verbesserung der 
Aussagekraft kann durch die Kontrolle der einzelnen Merkmale und Parameter im Ver-
lauf erzielt werden. Dies ist aufgrund der Fortführung der LIFE-Studie mit einem lon-
gitudinalen Studiendesign möglich. Bei bestätigtem Zusammenhang zu kardiovaskulä-
ren Erkrankungen sollte besonders diese gefundene Subpopulation als möglicher Bio-
marker gesehen werden.  
Eine weitere Möglichkeit der Fortführung dieser Arbeit besteht in der genaueren Analy-
se der Monozyten-ähnlichen Zellen. Wie bereits erwähnt, zeigen Monozyten erst durch 
eine weitere Differenzierung in klassische, intermediäre und nichtklassische Monozyten 
eine Korrelation bezüglich biometrischer Merkmale, wobei die intermediären Zellen 
einen prognostischen Wert für kardiovaskuläre Erkrankungen darstellen [82; 85]. Eine 
mögliche Änderung der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse bezüglich der ML 
könnte durch die Unterteilung in diese Gruppen auftreten, was eine Relevanz der ML 
für zukünftige Diagnostik und eventuell auch Therapie von kardiovaskulären Erkran-
kungen bedeuten könnte. 
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Neutrophile Granulozyten bilden den Hauptanteil der im menschlichen Körper befindli-
chen Leukozyten und sind damit einer der wichtigsten Bestandteile unseres angebore-
nen Immunsystems. Die Funktion dieser Zellen besteht hauptsächlich in der durch Pha-
gozytose sofortigen Antwort auf Infektionserreger sowie der Entzündungsreaktion auf 
Stress. Dies spielt eine wesentliche Rolle in der Entstehung der Arteriosklerose und 
damit in der Pathogenese für kardiovaskuläre Erkrankungen, welche zu den führenden 
Todesursachen in Deutschland gehören. Mögliche inflammatorische, zelluläre Biomar-
ker wie die Gesamtzahl an weißen Blutkörperchen und das Neutrophile/Lymphozyten 
Verhältnis zur Diagnostik dieser Erkrankungen wurden in vorherigen Studien gefunden 
und verstärken das Interesse an Entzündungszellen als prognostischen Faktor. Mit Hilfe 
der Durchflusszytometrie können Granulozyten aufgrund ihrer Größe und Granularität 
im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht identifiziert werden. In der Arbeitsgruppe um 
Prof. Tárnok wurden jedoch in dem besagten Scatter neben den Granulozyten auch Zel-
len gefunden, welche auf ihrer Oberfläche typische CD-Proteine für andere Leukozy-
tensubpopulationen tragen.  
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Inhalt dieser Arbeit ist die Analyse und Charakterisierung der bisher nicht beschriebe-
nen Subpopulationen, die Entwicklung einer Gatingstrategie sowie die Untersuchung 
der Abhängigkeit der Zellzahlen von biometrischen Merkmalen (Geschlecht, Alter), 
Lebenstildaten (Alkoholkonsum, Rauchstatus) und Risikofaktoren für kardiovaskuläre 
Erkrankungen (WHR, HDL, LDL). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von 
Korrelationsanalysen, sowie der Anwendung des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests und 
Kruskal-Wallis-Tests. 
Hierfür wurden 864 Probanden der LIFE-Adult Kohorte der Leipziger LIFE-Studie, 
welche eine geschlechts- und altersstratifizierte prospektive, longitudinale Kohortenstu-
die des Leipziger Forschungszentrums für Zivilisationskrankheiten ist, eingeschlossen. 
Die Datenerhebung fand vom Februar 2011 bis August 2014 statt. Zur Analyse der 
Subpopulationen in den Erythrozyten-lysierten Blutproben wurde ein speziell angefer-
tigtes Protokoll, das OMIP-023 (engl. Optimized Multicolor Immunofluorescence Pa-
nel) eingesetzt, welches aus 13 verschiedenen monoklonalen Antikörpern besteht. Mit-
tels Auswertung durch manuelles Gating mit der Software FlowJo V.10.0.7 konnten 
drei verschiedene Subpopulationen von Lymphozyten-ähnlichen Zellen (LL1: CD3+, 
CD16/56+, CD45+, SS-Hmid-high; LL2: CD3+, CD38low, CD8+, CD4-, CD16/56+, CD45+, 
SS-H mid-high; LL3: CD3+, CD4+, CD8-, CD16/56+, CD45+, SS-H mid-high) sowie Monozy-
ten-ähnliche Zellen (ML: CD3-, CD38+, CD14+, CD4-, CD16+, CD45+, SS-H mid-high) 
charakterisiert werden (entwickelte Gatingstrategie siehe Abbildung 24). 
Aufgrund einer starken Expression von frühen Aktivierungsmarkern wie CD69 und 
CD25 kann bei den LL von hoch aktivierten Lymphozyten ausgegangen werden, welche 
aufgrund der Ansammlung von intrazellulären Vesikeln an Größe und Granularität zu-
nehmen und daher im Granulozytenscatter auftauchen.  
Für die LL1 und die LL2 der weiblichen Probanden konnte eine negative Korrelation 
bezüglich des Alters festgestellt werden. In der Literatur sind analog Studien zu finden, 
in denen eine Abnahme der T-Lymphozyten (CD3+, SS-Hlow) im Alter beschrieben 
wurde, was für die Entität der LL als Lymphozyten spricht. Weiterhin konnte eine Ab-
hängigkeit der LL2 der weiblichen Probanden von der WHR beschrieben werden, wobei 
die Zellzahl mit zunehmender WHR abnimmt. In Voruntersuchungen ist bezüglich der 
Lymphozytenzahlen eine positive Korrelation mit Adipositas beschrieben. Aufgrund 
dieser gegensätzlichen Verhaltensweise der LL2 ist eine weiterführende Untersuchung 
dieser Zellen anzuraten. Erwartungsgemäß konnte in dieser Arbeit eine Abhängigkeit 
der Zellzahlen vom Rauchstatus nachgewiesen werden. Studien, welche eine Aktivie-
rung des Immunsystems mit steigenden Entzündungsmarkern nachweisen, sind in der 
Literatur zahlreich zu finden. Bezüglich der LL2 der männlichen Probanden besteht eine 
signifikant höhere Zellzahl bei gegenwärtigen Rauchern gegenüber ehemaligen Rau-
chern (𝑝 = 0,002) sowie gegenwärtigen Nichtrauchern (𝑝 = 0,003). Dies bestätigt die 
Umkehrbarkeit des Nikotineffektes auf das Immunsystem, welche schon in mehreren 
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Studien beschrieben wurde. Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Zell-
zahl und arteriellem Hypertonus konnte erneut ein signifikantes Ergebnis der LL2 bei 
weiblichen Probanden verzeichnet werden. Bekannte Hypertoniker besitzen eine gerin-
gere Anzahl der LL2 gegenüber Probanden ohne Bluthochdruck (𝑝 = 0,004). Weiterhin 
wurde ein signifikant geringeres Neutrophile/LL2 (𝑝 < 0,0001) und Neutrophile/LL3 
(𝑝 = 0,001) Verhältnis der weiblichen Nicht-Hypertoniker gegenüber der Hypertoniker 
gefunden.  
Zusammenfassend lässt sich behaupten, die LL2 haben das Potential in der Zukunft als 
möglicher Biomarker für kardiovaskuläre Erkrankungen eingesetzt zu werden. Hierbei 
wurde in dieser Arbeit eine geringere Anzahl an LL2 bei höherem Lebensalter, einer 
erhöhten WHR, sowie bei Vorliegen eines arteriellen Hypertonus gefunden, was ein 
erhöhtes kardiovaskuläres Risiko darstellt. 
Bezüglich der Monozyten-ähnlichen Zellen wurde eine signifikant höhere Zellzahl bei 
den männlichen Probanden gefunden (𝑝 < 0,0005). Aufgrund der hohen Relevanz von 
Monozytensubpopulationen zu kardiovaskulären Erkrankungen sind weiterführende 
Studien bezüglich der ML zu erwarten. Hierbei kann analog zu Monozyten eine Erwei-
terung der Gatingstrategie zur Einteilung der ML in klassische, intermediäre und nicht-
klassische Monozyten-ähnliche Zellen empfohlen werden, um mögliche Korrelationen 
zu weiteren biometrischen Merkmalen und kardiovaskulären Risikofaktoren zu untersu-
chen. 
Mit Hilfe der erstmaligen Beschreibung, Charakterisierung und Abhängigkeitsanalyse 
der Leukozyten-ähnlichen Zellen im Granulozytenscatter in dieser Arbeit konnte die 
Grundlage für weitere morphologische und funktionelle Untersuchungen für diese Sub-
populationen gelegt werden. Die Notwendigkeit dieser wird durch die bereits beschrie-
benen Zusammenhänge zu biometrischen und lebensstilassoziierten Merkmalen sowie 
die mögliche Relevanz zu kardiovaskulären oder inflammatorischen Erkrankungen 
deutlich. 
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Abbildung 24: Gatingschema für Granulozyten Subpopulationen. (A) Luftblasenausschluss (B) 
Doublettenausschluss (C) Ausschluss CD45- Ereignisse (D) Differenzierung von Lymphozyten 
mit basophilen Granulozyten, Monozyten und Neutrophilen mit eosinophilen Granulozyten (E) 
Gating von CD3+ CD16/56+ Ereignissen, LL1 (F) erweitertes T-Zell-Gating (I) Gating der Int. 
T2 Ereignisse auf CD38 und HLA-DR als Hinweis auf monozytäre Verunreinigung (G) Diffe-
renzierung der CD16/56+ Ereignisse bezüglich CD4 (H) Untersuchung der CD16/56+ CD4+ auf 
CD8 (J) Gating von CD8/14/19+ Ereignissen unter den CD16/56+ CD4- (K) mit weiterer Diffe-
renzierung in ML und LL2 (L) Backgating von ML, LL2 und LL3 zur Lagedarstellung der Er-
eignisse verglichen mit (F). 
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Abbildung 25: Boxplot der absoluten Zellzahlen der Lymphozyten-ähnlichen Zellen 1 (CD3+ 
CD16/56+) getrennt nach Geschlecht mit Angabe der Mediane als Lagemaß. n (männlich) = 
404; n (weiblich) = 465. 
 
Abbildung 26: Boxplot der absoluten Zellzahlen der Lymphozyten-ähnlichen Zellen 2 (CD8+ 
CD4-) getrennt nach Geschlecht mit Angabe der Mediane als Lagemaß. n (männlich) = 404; 
n (weiblich) = 465. 
𝑝 = 0,952 
𝑝 = 0,048 
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Abbildung 27: Boxplot der absoluten Zellzahlen der Lymphozyten-ähnlichen Zellen 3 (CD4+ 
CD8-) getrennt nach Geschlecht mit Angabe der Mediane als Lagemaß. n (männlich) = 403; 
n  (weiblich) = 465. 
 
Abbildung 28: Darstellung der Verteilung der WHR von 382 männlichen (blau) und 434 weib-
lichen (rot) Probanden mit Einzeichnung der Normalverteilungskurve. Mittelwert ± Stan-
dardabweichung für Männer: 0,98 ± 0,073 und für Frauen: 0,86 ± 0,066. 
𝑝 = 0,389 
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Abbildung 29: Darstellung der Verteilung des HDL-Wertes von 381 männlichen (blau) und 
439 weiblichen (rot) Probanden mit Einzeichnung der Normalverteilungskurve. Mittelwert ± 
Standardabweichung für Männer: 1,63 ± 0,48 mmol/l und für Frauen: 1,65 ± 0,51 mmol/l. 
 
Abbildung 30: Boxplot des HDL-Wertes getrennt nach Geschlecht mit Angabe der Mediane als 
Lagemaß. 𝑝 berechnet mittels t-Test für unabhängige Stichproben bei hinreichender Normalver-
teilung. 
𝑝 = 0,45 
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Abbildung 31: Darstellung der Verteilung des LDL-Wertes von 381 männlichen (blau) und 439 
weiblichen (rot) Probanden mit Einzeichnung der Normalverteilungskurve. Mittelwert ± Stan-
dardabweichung für Männer: 3,48 ± 0,95 mmol/l und für Frauen: 3,49 ± 0,99 mmol/l. 
  
Abbildung 32: Boxplot des LDL-Wertes getrennt nach Geschlecht mit Angabe der Mediane als 




𝑝 = 0,97 
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Tabelle 23: Auflistung der Korrelationskoeffizienten mit 95 % Konfidenzintervall bezüglich 
des Zusammenhangs zwischen den Cholesterolwerten und WHR (n) Grundgesamtheit für das 
jeweilige Geschlecht. 
















HDL 360 0,029 [-0,067; 0,131] 409 -0,061 [-0,153; 0,022] 
LDL 360 0,058 [-0,037; 0,152] 409 -0,044 [-0,139; 0,054] 
* Bootstrap-Ergebnisse mit Hilfe von 1000 Bootstrap Stichproben 
    
Abbildung 33: Darstellung der Abhängigkeit des HDL-Wertes bzw. LDL-Wertes von der 
WHR mit hinzugefügter linearer Regressionsgeraden getrennt nach Geschlecht. 
 
Abbildung 34: Vergleich der Altersverteilung aller 869 eingeschlossener Probanden (links) mit 
der, aller 645 Probanden mit Angaben bezüglich des Merkmals Hypertonie (rechts). (?̅?) Mittel-
wert (𝑠) Standardabweichung. 
?̅? = 56,5     𝑠 = 13,7 ?̅? = 55,3          𝑠 = 13,7 
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